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)ATPase é avaliada em estudos neurotoxicológicos, como 
indicador da actividade da membrana plasmática das células nervosas. Esta 





através da membrana plasmática de todas as células eucarióticas. Quando 




)ATPase apresenta uma estrutura 
oligomérica (αβ)
n
 assegurada pela interacção dum número variável de 
protómeros . O padrão de expressão das isoformas das subunidades  e  





)ATPase, nomeadamente a sensibilidade ao inibidor 





)ATPase no mecanismo de acção neurotóxica do alumínio e 





A administração, por via oral, de 120 mg de AlCl
3
/kg de peso corporal 
aumentou transitoriamente a concentração de Al
3+
 na circulação sistémica, na 
urina e nas fezes do rato Wistar macho, jovem e adulto. A exposição 
prolongada a AlCl
3
 [3,6 g durante 120 dias (0,03 g/dia)] provocou um aumento 
de ~7 ng Al
3+
/mg de proteína nos terminais pré-sinápticos isolados 





)ATPase. O efeito inibitório do alumínio também foi verificado nos 
ensaios in vitro, revelando-se dependente da concentração de AlCl
3
 no meio 




)ATPase pela acção do alumínio, in vivo e in 
vitro, impede a activação adicional por concentrações elevadas de ATP, 
reduzindo a velocidade máxima da reacção hidrolítica. O efeito inibitório só foi 
observado na presença de concentrações saturantes de ATP e parece implicar 
a diminuição do grau de oligomerização da enzima, diminuindo o número de 
protómeros que constituem a estrutura oligomérica da proteína integrada na 
membrana. A exposição in vivo a AlCl
3
 inibiu as isoenzimas do cérebro e do 





A análise da dependência da actividade enzimática em função da 
concentração de ubaína demonstrou a inibição por alumínio de todas as 
isoenzimas. Por análise densitométrica das proteínas imunodetectadas com 












mantém as suas características principais. Enquanto que a análise da fluidez 
de membrana, da razão molar colesterol/fosfolípidos totais e do balanço 
prooxidante-antioxidante nos sinaptossomas revelou que, após exposição in 
vivo a alumínio, estes parâmetros apresentam alterações distintas das 
induzidas pela presença de alumínio no meio de reacção (in vitro). 




)ATPase parece ocorrer na fase inicial da acção 
neurotóxica do alumínio, porque não foram observadas evidências de morte 
celular/disrupção da membrana, de diminuição de energia e de alteração do 
gradiente transmembranar de Na
+
 nos sinaptossomas do córtex cerebral do 
rato. A ultra-estrutura dos sinaptossomas, bem como a libertação da lactato 
desidrogenase, os níveis dos nucleótidos de adenina endógenos, a razão 
ATP/ADP, o potencial de carga energética adenílica e a acumulação do ácido 
-aminobutírico mantiveram-se inalterados após a exposição oral a 3,6 g de 
AlCl
3


































Aluminium is a neurotoxic agent, but its mechanism of action remains unclear. 




)ATPase activity is 
evaluated as an indicator of nervous cells plasma membrane function. This 










)ATPase presents an oligomeric structure (αβ)
n
 
ensured by the interaction of a variable number of  protomers. The 
expression patterns of α and β subunit isoforms are cell-specific, which award 




)ATPase activity, namely the sensitivity to the 





)ATPase in aluminium neurotoxicity and to characterize the aluminium 





The oral administration of 120 mg of AlCl
3
/kg of body weight transiently 
increased aluminium concentration in blood, urine and faeces of young adult 
male Wistar rat. The long-term exposition to AlCl
3
 [3.6 g during 120 days (0.03 
g/day)] induced an increase of ~7 ng Al
3+
/mg of protein in the total aluminium 
concentration of the presynaptic nerve terminals (synaptosomes) isolated from 










was also observed during in vitro assays, and it was dependent on the AlCl
3
 
concentration in the reaction medium. The in vivo and in vitro aluminium 









)ATPase by high ATP concentrations, dropping the 
maximal velocity of the hydrolytic reaction. The inhibitory effect was only 
observed in the presence of ATP saturating concentrations, and it seems to 
implicate the reduction of enzyme oligomerization, diminishing the number of 





)ATPase. The administration of AlCl
3
 (0.03 g/day), during 120 days, 





)ATPase catalytic subunit (α). The aluminium-induced inhibition of 
all isozymes was demonstrated by the analysis of the enzyme activity in the 
presence of increasing concentrations of ouabain. By densitometric analysis of 







 subunits, no significant changes in protein expression were observed. 




)ATPase share the same 
main characteristics. Conversely, the analysis of membrane fluidity, 
cholesterol/total phospholipids molar ratio and prooxidant-antioxidant balance 
in the synaptosomal fraction revealed that the alterations of these parameters 
upon in vivo aluminium exposition are distinct from those observed when 





)ATPase inhibition seems to occur during the initial phase of the 
aluminium neurotoxic action, since no evidences of cell death/membrane 
disruption, reduction of energy and alteration of transmembrane Na
+
 gradient in 
the synaptosomes, isolated from the brain cortex of young adult male Wistar 
rat, were observed. The ultrastructure of synaptosomes, as well as lactate 
dehydrogenase leakage, endogenous adenine nucleotides levels, ATP/ADP 
ratio, energy charge potential and uptake of  -aminobutyric acid, remained 
unchanged after oral exposition to 3.6 g of AlCl
3
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AACG espectrometria de absorção atómica com câmara de grafite 









DTNB ácido 5,5’-ditio-bis(2-nitro)benzóico 
ECP potencial de carga energética adenílica 
EDTA ácido [etilenodiamino]tetracético 
EGTA ácido etilenoglicol-bis[ - amino-(éter etílico)]-N,N’-tetracético 
g aceleração da gravidade 






HEPES ácido N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanossulfónico] 
HPLC cromatografia líquida de alta pressão 
IC50 concentração de uma substância que causa 50% de inibição 
ICP espectrometria de emissão com plasma 
LDH lactato desidrogenase 
n número máximo de protómeros que interagem no conjunto oligomérico 
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nH coeficiente de Hill 
PL fosfolípidos 
  2 
Pi fosfato inorgânico 
rpm rotações por minuto 
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TCA ácido tricloroacético 




Vmáx velocidade máxima de reacção 
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remontam aos anos 80 do século XX (Lai et al., 1980a; King et al., 1983). Lai e 





sinaptossomas isolados a partir do cérebro do rato é mais sensível a AlCl3 do que a 
actividade de Mg
2+
-ATPase. Porém, o alumínio foi considerado um inibidor pouco potente 




), visto serem necessárias 
concentrações de alumínio 10-1000 vezes superiores para produzir 50% de inibição (IC50 = 
8,3 mM para Al
3+
). Resultados similares foram obtidos em eritrócitos humanos, não tendo 







para concentrações de AlCl3 inferiores a 100 M (King et al., 1983). 




)ATPase ressurgiu 10 anos mais 
tarde, em consequência de dois tipos distintos de observações. Por um lado, a 
demonstração de que o alumínio, em concentrações micromolares, aumenta a capacidade 





microvasos isolados a partir do córtex cerebral do rato, sem alterar a afinidade dos locais 
de ligação (Caspers et al., 1990; 1994). Por outro lado, a exposição in vivo a alumínio 




)ATPase (Lal et al., 1993; Sarin et al., 1997a). De facto, Lal 
e colaboradores (Lal et al., 1993) estudaram o efeito do consumo diário de água contendo 
500 mg AlCl3/l durante 180 dias no cérebro do rato e observaram uma inibição 




)ATPase. A exposição produziu um aumento 
significativo do conteúdo em alumínio nas várias regiões cerebrais analisadas, 
nomeadamente, um aumento de 59% no córtex cerebral (1,68 ± 0,16 versus 2,67 ± 0,20 μg 
Al
3+
/g de peso seco), bem como deterioração das funções cognitivas. Foi também 
observado um aumento da peroxidação lipídica (~32%), sugerindo que alterações na 
estrutura da membrana estariam envolvidas na inibição da actividade da enzima por 
alumínio (Lal et al., 1993). Num outro estudo realizado com primatas (Macacca mulatta) 
expostos a 25 mg de lactato de alumínio/Kg de peso corporal (ingestão oral mediante a 
utilização de sonda gástrica, em dias alternados, durante 52 semanas) também foi 










)ATPase cerebral (Sarin et al., 
1997a). A exposição a alumínio causou uma acumulação significativa deste metal nas três 
zonas cerebrais estudadas. Acumulações mais elevadas foram observadas no hipocampo 
(3,9 vezes) e corpo estriado (3,3 vezes), seguida pelo córtex cerebral (1,9 vezes). Nesta 
última, os animais controlo apresentavam um conteúdo em alumínio de 2,23 ± 0,55 μg 
Al
3+/g de tecido e os animais expostos a alumínio 4,29 ± 0,41 μg Al3+/g de tecido. Sarin e 
colaboradores observaram ainda que a exposição crónica a alumínio causou uma 
diminuição significativa do conteúdo em lípidos totais, glicolípidos e fosfolípidos, bem 
como um aumento dos níveis de colesterol e da razão colesterol/fosfolípidos. Estes 




)ATPase poderia estar relacionada com 
alterações na composição lipídica e fluidez da membrana plasmática, como consequência 
da intensificação da peroxidação lipídica (Sarin et al., 1997a). 





sinaptossomas, células neuronais e astrócitos, preparados a partir do cérebro do rato e 
permeabilizados por Triton X-100, revelou que o efeito de Al(NO3)3 é mais acentuado ao 
nível das células neuronais (IC50 = 15 M) e astrócitos (IC50 = 18 M) do que ao nível da 
fracção sinaptossomal (IC50 = 60 M), apesar do alumínio interagir preferencialmente com 
as membranas de origem astrocitária (Rao, 1992). Por outro lado, o AlCl3 parece ser mais 
eficaz a promover a inibição da enzima, pois na presença de AlCl3 30 μM já se observa 




)ATPase sinaptossomal (Rao, 1990). 




)ATPase por AlCl3, na gama de concentrações micromolares, 
é caracterizada pela diminuição da velocidade máxima de hidrólise de ATP, não tendo sido 





 (Caspers et al., 1993; 1994). Por conseguinte, o alumínio parece 





simultaneamente, promover o aumento da capacidade de ligação de alta afinidade de 
ubaína à enzima (Caspers et al., 1990; 1994), sugerindo que a acção inibitória do alumínio 




)ATPase na forma fosforilada (Caspers et al., 1994). 
Não obstante Zatta e colaboradores (Zatta et al., 1995) terem observado estimulação 









)ATPase destacam a sua acção 






inibitória nesta actividade enzimática. Há ainda outras evidências da acção inibitória do 




)ATPase sinaptossomal. O transporte activo dos 
neurotransmissores, ácido γ-aminobutírico (GABA) e glutamato, depende do gradiente 
electroquímico transmembranar de Na
+
 (Simpson & Smart, 1982; Kanner & Schuldiner, 





membranar. De facto, foi descrito que o alumínio reduz parcialmente a acumulação de 
GABA e glutamato por sinaptossomas preparados a partir do hipocampo do rato e do 
coelho (Wong et al., 1981; Sturman et al., 1983). Contudo, o mecanismo molecular de 





)ATPase é inibida por espécies reactivas de oxigénio (Kako et al., 1988; 





)ATPase à peroxidação lipídica é conhecida há décadas (Svoboda et al., 1984). No 
entanto, o mecanismo de inibição permanece por esclarecer, tendo sido sugeridos pelo 
menos dois mecanismos independentes. A inibição da enzima devida a alterações na 
microviscosidade da membrana (Jamme et al., 1995; Stanimirovic et al., 1995) e/ou 
inibição directa devida à modificação das cadeias polipeptídicas do complexo enzimático 
por espécies reactivas de oxigénio (Boldyrev & Bulygina, 1997) ou por aldeídos 
provenientes da peroxidação lipídica (Siems et al., 1996; Mark et al., 1997). Por outro 
lado, o alumínio é um conhecido prooxidante (Oteiza et al., 1993; Campbell et al., 1999; 
Kaneko et al., 2004; Yousef, 2004), capaz de alterar a fluidez da membrana plasmática 
(Weis & Haug, 1989; Van Rensburg et al., 1992; Ohba et al., 1994; Pandya et al., 2001; 
Verstraeten et al., 2002; Bazzoni et al., 2005). De facto, os sais de alumínio não induzem 
por si só peroxidação lipídica, mas aceleram a induzida por Fe
2+
, especialmente a pH 
acídico (Xie & Yokel, 1996). A presença de alumínio durante o tratamento de eritrócitos 
humanos com peróxido de hidrogénio a pH 7,4 acelera a peroxidação lipídica (Gutteridge 
et al., 1985). Este metal produz ainda alterações na estrutura membranar, facilitando assim 
a progressão da peroxidação lipídica (Gutteridge et al., 1985; Xie & Yokel, 1996; Yousef, 





)ATPase permanece por explicar. 
 










)ATPase nas células nervosas 




)ATPase (EC 3.6.3.9) e propôs o seu 
papel na extrusão activa de Na
+
 da célula nervosa (Skou, 1957). Depressa se reuniram 
evidências no sentido de demonstrar que esta enzima constitui a maquinaria molecular, que 





de sódio e potássio) através da membrana plasmática nas células animais (Skou, 1965). Nas 










 através da membrana contra o gradiente electroquímico, de 
acordo com a seguinte equação: 
АТР + 3 Na+int + 2 К
+
ext → ADP + Pi + 3 Na
+







)ATPase, uma bomba catiónica da membrana plasmática, ubíqua nas 
células animais, é essencial para muitas funções celulares básicas e especializadas dos 




 é de grande significado fisiológico. Cerca de um 
terço do ATP consumido por um animal em repouso é usado para bombear estes iões 




 são importantes para o 
controlo do volume celular, transporte de metabolitos e outras substâncias e para assegurar 
a excitabilidade das células nervosas e musculares (Mobasheri et al., 2000; Jorgensen et 




)ATPase, ao controlar as concentrações de K
+
 e de 
Na
+





)ATPase é composta por duas subunidades polipeptídicas obrigatórias, a 
subunidade catalítica α (cuja massa molecular é ~112 kDa) e a subunidade glicoproteica 
reguladora β (cuja massa molecular varia entre 40 e 60 kDa de acordo com a extensão da 
glicolisação) (McDonough et al., 1990). Possui ainda uma terceira componente não 
obrigatória, a subunidade γ (cuja massa molecular é ~7,4 kDa), de natureza proteolipídica e 
pertence à família FXYD, que compreende os reguladores do transporte de iões de 
pequenas dimensões (Mercer et al., 1993; Arystarkhova et al., 1999). 
O modelo topológico da enzima é ainda controverso (Lingrel & Kuntzweiler, 1994; 
Shainskaya & Karlish, 1994; Mohraz et al., 1994). Contudo, está estabelecido que a 
subunidade α é transmembranar e contém os locais de ligação de Na+, K+, Mg2+, ATP e 











)ATPase (Lingrel & Kuntzweiler, 1994; Therien & Blostein, 2000; 
Scheiner-Bobis, 2002). A subunidade  possui dez segmentos transmembranares. Grande 
parte da cadeia , incluindo o centro catalítico, forma o domínio citoplasmático entre o 
quarto e o quinto segmento transmembranar. Apesar dos glicosídeos cardíacos serem 




)ATPase, o mecanismo de 
acção e a localização dos locais de ligação não são completamente conhecidos. 
Provavelmente, estes compostos ligam-se à primeira e quinta ansas extracelulares (Keenan 
et al., 2005), exercendo o seu efeito sem necessitarem de atravessar a membrana 
plasmática. Porém, numerosos estudos revelaram o envolvimento de vários resíduos de 
aminoácidos situados ao nível doutros domínios extracelulares, bem como ao nível de 
segmentos transmembranares. 
Em contrapartida, a maior parte da subunidade β está exposta ao exterior da célula 
(Arystarkhova et al., 1995). A subunidade β é frequentemente referida como a subunidade 
reguladora, apesar da actividade enzimática requerer a sua presença no protómero 
heterodimérico, responsável pela reacção hidrolítica e translocação de iões (Brotherus et 
al., 1983; Fambrough et al., 1994). Tal como a subunidade β, a subunidade γ atravessa a 
membrana plasmática. No entanto, o seu terminal amino é extracelular (Mercer et al., 
1993; Béguin et al., 1997; Therien et al., 2001). Esta subunidade existe, provavelmente, em 
quantidade semelhante às subunidades α e β nos tecidos onde é expressa (Mobasheri et al., 
2000).  
O esquema seguinte, proposto por Blanco (2003/04), ilustra a topologia de cada 




)ATPase (Figura I.1).  
 







Figura I.1. Esquema da topologia das subunidades α, β e γ da (Na+/K+)ATPase 
(adaptado de Blanco (2003/04)). 
 
O mecanismo de reacção envolve a transição entre dois estados conformacionais 
fundamentais da enzima, denominados E1 e E2. As duas conformações estabelecem 




, ATP e ubaína e diferem na exposição dos locais de 
ligação de iões aos espaços intra- e extracelulares. No primeiro passo da sequência de 
reacção, quando o Na
+
 se liga aos locais expostos à face extracelular, a enzima hidrolisa 
ATP com elevada afinidade, ocorrendo fosforilação num resíduo de aspartato, situado no 
domínio intracelular central, e consequente formação de (Na3)E1-P. Após oclusão dos três 
iões Na
+
, ocorre a transição para a conformação P-E2
.
Na3 e exposição dos locais de ligação 
de Na
+
 ao espaço extracelular. Durante esta fase, a afinidade para Na
+
 diminui, enquanto 
que aumenta a afinidade dos locais de ligação de K
+
. Assim, três iões de Na
+
 são extruídos 
e o K
+
 extracelular liga-se à enzima (P-E2
.
(K2)). A ligação do K
+
 à enzima induz 
desfosforilação espontânea (E2(K2)), seguida por oclusão dos dois iões K
+
 e consequente 
translocação para o interior da célula. A presença de ATP intracelular facilita a libertação 
de K
+





)ATPase pode ser representado pelo esquema proposto por Albers-     



































































)ATPase segundo Albers–Post (adaptado de 
Geibel et al., 2003). 
 
Todas as ATPases do tipo P funcionam de forma similar: oclusão de iões durante o 
processo de translocação, para a qual obtêm energia através da hidrólise de ATP associada 
à formação e ruptura da ligação covalente do grupo fosfato à enzima e transição 
conformacional. O modelo descrito, não tem em consideração que a bomba de sódio e 
potássio pode existir como um oligómero de subunidades cooperantes (αβ)n e conter vários 
locais de ligação de ATP (Boldyrev, 2001; Kaplan, 2002). 





em função da concentração de ATP tem sido objecto de estudo e a sua interpretação 
controversa. O efeito da concentração de ATP é bifásico, sugerindo a existência simultânea 
de locais de ligação com afinidades diferentes e/ou a alteração da sua afinidade durante o 
ciclo catalítico. Está bem documentado que cada protómero αβ possui um local de ligação 
de ATP, cuja afinidade varia de elevada para baixa com a transição entre a conformação E1 
e E2 da enzima, pois a estequiometria da ligação à subunidade catalítica de ATP, fosfato e 
ubaína é 1:1:1 e a enzima solubilizada mantém a sua actividade catalítica (Vilsen et al., 
1987; Martin et al., 2000). A natureza bifásica da curva da dependência da actividade 
hidrolítica em função da concentração de ATP pode ser interpretada como o resultado da 
existência de cooperatividade entre os locais de ligação de ATP presentes em subunidades 










, durante o processo 
de translocação iónica, os estados conformacionais, E1 e E2, podem exibir, 
simultaneamente, locais de elevada e baixa afinidade para o ATP (Plesner et al., 1981). Tal 
como anteriormente referido, o protómero αβ catalisa todas as reacções parciais envolvidas 




)ATPase, enquanto que o modelo proposto por Repke e 
Plesner pressupõe a presença de dois locais de ligação em cada entidade funcional da 
enzima. De facto, estudos cinéticos demonstraram que o acoplamento entre a hidrólise de 
ATP e o transporte iónico requer a existência de, pelo menos, diprotómeros (αβ)2 (Askari 





cristaliza de forma a permitir um contacto estreito entre os protómeros αβ (Skrive et al., 
1989). Alternativamente, foi sugerida a existências de dois locais de ligação de ATP por 
cada subunidade α (Ward & Cavieres, 1993). Nos últimos anos, têm sido reunidas cada vez 
mais evidências experimentais que apontam para a formação de estruturas oligoméricas, 
(αβ)n, em condições fisiológicas. Na presença de potássio, o agregado αβ forma dímeros e 
oligómeros mais elevados (até octâmeros) (Maunsbach et al., 1991). Vários estudos 
demonstraram que a enzima possui a capacidade de formar complexos supramoleculares, 
quando inserida na membrana plasmática (Boldyrev, 2001; Taniguchi et al, 2001; Lopina, 
2001; Kaplan, 2002). Estudos cinéticos permitiram comparar as propriedades da enzima 
quando opera como um complexo oligomérico ou como protómeros independentes 
(Hansen et al., 1979; Boldyrev et al., 1981; 1991). Na forma protomérica, a activação da 
reacção hidrolítica por ATP parece ser condicionada pela existência de cooperatividade 
negativa na ligação de alta afinidade de ATP, enquanto que na forma oligomérica acresce 
referir a ocorrência de activação adicional por altas concentrações de ATP, envolvendo a 
ligação de ATP a locais de baixa afinidade. O tratamento da enzima com detergente 
permitiu observar que esta deixa de apresentar cooperatividade positiva para o substrato, 
em consequência da perturbação das interacções inter-protoméricas (Boldyrev et al., 1981). 




)ATPase é sensível a factores 
que afectam o empacotamento da bicamada lipídica na membrana e modificam a 
microviscosidade da membrana celular in situ (Kimelberg & Papahadjopoulos, 1972; 
Silvius & McEhhaney, 1982). 






Shull e colaboradores (1986) clonaram três formas distintas da subunidade α, agora 





)ATPase (Shull & Lingrel, 1987; Lingrel et al., 1990; Shamraj & Lingrel, 1994). 
Três isoformas diferentes da subunidade catalítica α foram identificadas ao nível genético 
(Shull et al., 1986b; Kent et al., 1987) e protéico usando técnicas imunológicas (Felsenfeld 
& Sweadner, 1988; Shyjan & Levenson, 1989; Sweadner, 1989; Urayama et al., 1989). 
Uma quarta isoforma da subunidade α foi identificada em testículo do rato e do homem 
(Shamraj & Lingrel, 1994). As isoformas α têm propriedades cinéticas distintas, que foram 
extensivamente estudadas por Lingrel e colaboradores (Jewell & Lingrel, 1991). Estes 
autores compararam a dependência de substrato da actividade hidrolítica das subunidades 




)ATPase de rato expressas em células HeLa e demonstraram que a 
afinidade da isoforma α3 para Na
+
 é 2 a 3 vezes inferior à exibida pelas isoformas α1 e α2, 
mas a isoforma α3 tem uma afinidade para ATP ligeiramente superior. Também 
relativamente à ubaína, as diferentes isoformas da subunidade α apresentam sensibilidades 
distintas. No rato, por exemplo, α1 é 100 vezes mais resistente à ubaína do que α2 e α3 
(Sweadner, 1979; 1985). Usando uma preparação parcialmente purificada a partir do 
cérebro do rato, foram identificaram três “populações” de actividade da (Na+/K+)ATPase 
com diferentes sensibilidades a ubaína, possivelmente correspondendo à presença das 
subunidades α1, α2 e α3 (Berrebi-Bertrand et al., 1990; Blanco et al., 1990). De facto, 
isoenzimas diferentes possuem diferente sensibilidade a ubaína, assim a α3β1 e a α3β2 
apresentam elevada sensibilidade a esteróides cardiotónicos, a α2β1 e a α2β2 sensibilidade 
intermédia e a α1β1 e a α1β2 sensibilidade baixa (O’Brien et al., 1994). É interessante notar 
que a α1β1 do rato expressa em células de insecto é 2 vezes mais sensível e a α3β1 é 20 
vezes menos sensível à ubaína que a enzima nativa. Supõe-se que a diferença na 




)ATPase nativa e a expressa em células de insecto seja devida 
ao ambiente lipídico, à presença da subunidade γ ou à estrutura oligomérica da enzima 
(Blanco & Mercer, 1998). 
A nível molecular foram identificadas três isoformas da subunidade reguladora β 
(Kawakami et al., 1986; Martin-Vasallo et al., 1989; Malik et al., 1996; Arystarkhova & 
Sweadner, 1997; Serluca et al., 2001). Esta subunidade é importante para a biogénese do 






complexo enzimático e uma das suas isoformas (β2) desempenha um papel importante na 
adesão durante o desenvolvimento no sistema nervoso central (Mobasheri et al., 2000). 
Até agora foram identificadas em mamíferos 4 isoformas da subunidade α, 3 
isoformas da subunidades β e não são conhecidas isoformas da subunidade γ (Martin-         
-Vassalo et al., 1989; Mercer et al., 1993; Shamraj & Lingrel, 1994; Malik et al., 1996). A 
isoforma α1 é a mais abundante e ubíqua na sua distribuição celular. A expressão das 
restantes isoformas parece mais específica e restrita a determinados tecidos. A isoforma α2 
é expressa com mais abundância no músculo cardíaco, no tecido adiposo e nas células da 
glia (Sweadner et al., 1994; Peng et al., 1997). A expressão da isoforma α2 parece ser 
sensível à insulina (Russo & Sweadner, 1993). A isoforma α3 é encontrada em 
concentrações elevadas nos neurónios do sistema nervoso central (Peng et al., 1997) e no 
músculo cardíaco (Jewell et al., 1992; Sweadner et al., 1994). Adicionalmente, esta 
isoforma é expressa em baixas quantidades no ovário (Pathak et al., 1994), cartilagem 
(Mobasheri et al., 1997a, b) e osso (Mobasheri et al., 1996). A isoforma α4 parece ser 
testicular (Shamraj & Lingrel, 1994). 




)ATPase e da sua actividade a 
alterações fisiológicas é assegurada por uma variedade de mecanismos de regulação, que 
englobam rápidas modificações pós-translacionais e alterações do complexo perfil celular 
de isoenzimas (Blanco & Mercer, 1998; Mobasheri et al., 2000; Geering, 2001; Kaplan, 
2002; Cornelius & Mahmmoud, 2003; Jorgensen et al., 2003). Por exemplo, em neurónios 
onde estão presentes três isoformas da subunidade α, durante as condições de repouso os 
gradientes iónicos basais são principalmente mantidos por isoenzimas contendo as 
subunidades α1 e α2, enquanto que durante a despolarização e o repetido disparo de 
potenciais de acção, estas isoenzimas funcionam em regime de saturação e a activação 
máxima da α3 assegura a restauração do potencial de repouso. 




)ATPase exibem heterogeneidade estrutural e um padrão 
complexo de expressão, que é estritamente regulado, permitindo que a actividade da 
enzima seja ajustada de acordo com as necessidades da célula tanto em condições 
fisiológicas como patológicas (Sweadner, 1992; Blanco & Mercer, 1998; Mobasheri et al., 
2000; Therien & Blostein, 2000; Geering, 2001; Jorgensen & Pedersen, 2001; Kaplan, 
2002; Cornelius & Mahmmoud, 2003; Jorgensen et al., 2003). A oligomerização das 











)ATPase a alterações na microviscosidade do ambiente lipídico, a 
espécies reactivas de oxigénio e a outras moléculas de sinalização (Lopina, 2000; 
Boldyrev, 2001).  
 
3. A neurotoxicidade do alumínio 
Apesar do alumínio ser o metal mais abundante da crosta terrestre e o terceiro 
elemento mais comum, nunca lhe foi atribuída qualquer função nos processos celulares. 
Toda a sua utilidade para o Homem parece estar associada ao seu uso. O alumínio é um 
metal, que devido às suas propriedades (baixa densidade, bom condutor de calor e 
electricidade, reactividade elevada com oxigénio à superfície impedindo a corrosão) e ao 
seu preço, desde logo interessa a indústria, sendo utilizado em larga escala. É por esse 
motivo que as sociedades recorrem, cada vez mais, à utilização do alumínio (Bokovay, 
1988). Os aditivos alimentares são geralmente a maior fonte de alumínio na dieta (Greger 
et al., 1994; Glynn et al., 1995). Porém, o recurso a ligas de alumínio para o fabrico de 
embalagens e de utensílios de cozinha também contribuem para a presença deste metal nos 
alimentos ingeridos. A própria água potável constitui uma fonte de alumínio, pois o sulfato 
de alumínio é frequentemente utilizado como coagulante durante o seu tratamento. Este 
tratamento eleva frequentemente os níveis de alumínio na água da rede pública para além 
do limite de tolerância humano (Miller et al., 1984; Driscoll & Schecher, 1988; Domingo 
et al., 1993; Greger, 1993; Greger & Sutherland, 1997). A própria indústria farmacêutica 
utiliza sais de alumínio como incipiente em medicamentos de uso comum, por vezes em 
tratamento prolongado, tais como antiácidos e analgésicos (Graves et al., 1990; Flaten et 
al., 1991; Soares & Gershon, 1994; Fasman et al., 1995). Estima-se que as doses diárias 
ingeridas, devido ao uso destes medicamentos, sejam respectivamente de 840-5.000 mg e 
126-728 mg de alumínio (Lione, 1985). 
O alumínio é aceite como sendo um agente neurotóxico (Bolla et al., 1992; Yokel, 
2000), implicado na etiopatogénese de doenças neurodegenerativas tais como a Doença de 
Alzheimer e a encefalopatia de diálise (McDermott et al., 1978; Flaten et al., 1991; 






McLachlan et al., 1991b; Meiri et al., 1993; Mjöberg et al., 1997; Exley, 1999; Exley & 
Korchazhkina, 2001; Flaten, 2001). As primeiras preocupações com a utilização do 
alumínio surgiram em 1897, quando Dolken injectou tartarato de alumínio em coelhos e 
observou degenerescência neuronal em determinadas zonas cerebrais. Em 1921, Seibert e 
Wells observaram alterações no sistema nervoso central após administração sistémica do 
alumínio, admitindo-se desde então o seu presumível papel neurotóxico (Kerr & Ward, 
1988). No entanto, mais de um século após as primeiras evidências de neurotoxicidade do 
alumínio, ainda muito pouco se sabe acerca do seu mecanismo de acção neurotóxica e das 
concentrações a partir das quais a referida acção neurotóxica se desencadeia. A título 
indicativo, foi sugerido que o conteúdo em alumínio do cérebro humano é 15 - 30 μmol/Kg 
de peso seco, e que em casos de intoxicação por alumínio estes níveis podem aumentar 3 a 
10 vezes (Ganrot, 1986). 
O povo Chamorro, que vive na ilha de Guam no oceano Pacífico, apresenta uma 
elevada incidência de doenças neurodegenerativas, caracterizadas por parkinsonismo, 





 e simultaneamente rica em Al
3+
, a presença de toxinas (L-BMAA e BMAA) 
na alimentação e uma predisposição genética constituem as causas da doença 
neurodegenerativa de Guam (Oyanagi, 2005). A deficiência em cálcio e magnésio induz 
hiperparatiroidismo secundário e consequente acumulação de alumínio e manganésio no 
sistema nervoso central (Wills & Savory, 1988; Meiri et al., 1993). De facto, em testes 
efectuados no macaco verificou-se que as dietas pobres em Ca
2+
 e ricas em Al
3+
 induzem 
lesões neurológicas caracterizadas por acumulação de neurofilamentos fosforilados 
(Garruto et al., 1989). Adicionalmente, testes efectuados em ratinho mostraram perda de 
células nervosas após consumo prolongado de ração com elevado teor em Al
3+





 (Kihira et al., 2002). 
O papel patogénico do alumínio na Doença de Alzheimer está ainda por definir, 
sendo bastante controverso (Wills & Savory, 1988; McLachlan et al., 1991b; Meiri et al., 
1993; Exley, 1999; Zatta et al., 2003; Oteiza et al., 2004; Gupta et al., 2005). Vários 
investigadores observaram o aumento da concentração de alumínio em amostras de 
cérebro, tranças neurofibrilares e placas senis, lesões neuropatológicas características da 






Doença de Alzheimer (Perl et al., 1982; Good et al., 1992; Harrington et al., 1994; 
McLachlan, 1995; Savory et al., 1996; Beauchemin & Kisilevsky, 1998). 
Nos últimos anos, têm surgido numerosas evidências que sugerem a participação do 
alumínio na acção neurotóxica do peptídeo beta-amilóide (A ) (Clauberg & Joshi, 1993; 
Kuroda et al., 1995; Bondy et al., 1998a; Campbell et al., 2000; Exley & Korchazhkina, 
2001), o principal componente das placas senis características da Doença de Alzheimer. 
Recentemente, foi proposto que a interacção tanto da proteína percursora amilóide como de 
A  com sistemas de transporte iónico representam os passos iniciais da alteração na 
função neuronal, precedendo a formação das placas (Mark et al., 1997; Lauderback et al., 
1999; Lovell et al., 1999; Kourie, 2001). A A  1-40, em concentrações na ordem dos 




)ATPase em fatias e culturas 
primárias do hipocampo do rato (Bores et al., 1998). Foi demonstrado que a exposição de 
neurónios do hipocampo do rato em cultura, a A  1-40 ou 25-35 causa a redução selectiva 




)ATPase, que precede a perda da homeostasia do cálcio e a 
degenerescência celular (duas características comuns à Doença de Alzheimer e à 
intoxicação por alumínio) (Mark et al., 1995). 
Por outro lado, Lynch e Mobley propuseram que a Doença de Alzheimer é causada 
por alterações na influxo e/ou metabolismo do colesterol celular, que resulta na disfunção 
do tráfego de proteínas críticas para o funcionamento e viabilidade neuronal (Lynch & 
Mobley, 2000). De facto, a reciclagem anormal do colesterol no cérebro parece estar 
associada a processos neurodegenerativos (Bogdanovic et al., 2001), e, durante os últimos 
anos, tem sido sugerido que o colesterol possui um papel importante na patogénese de 
doenças neurodegenerativas (Farkas et al., 2000; Atkinson 2001; Cucchiara & Kasner, 
2001; Hartmann, 2001; Joseph et al., 2001; Mori et al., 2001; Simons et al., 2001). Estes 
estudos indicam que a hipercolesterolemia induzida pela dieta aumenta a acumulação 
intraneuronal e deposição no cérebro da proteína -amilóide, que desempenha um papel 
fulcral na Doença de Alzheimer (Sparks et al., 1994; 1995; Refolo et al, 2000; Smith et al., 
2001); elevados níveis de colesterol no soro e genótipo de apolipoproteína E constituem 
um factor de risco para a Doença de Alzheimer (Kuo et al., 1998; Notkola et al., 1998; 
Fernandes et al., 1999); e ocorre redução de risco de demência em pacientes tratados com 
inibidores da biossíntese de colesterol (Jick et al., 2000; Wolozin et al., 2000). Além disso, 






descobertas recentes destacaram o impacto directo do colesterol no processamento da 
proteína percursora da -amilóide, na toxicidade da proteína -amilóide e na formação de 
fibras amilóides ao nível dos “rafts” membranares ricos em colesterol (Mizuno et al., 1999; 
Hayashi et al., 2000; Chochina et al., 2001; Kakio et al., 2001; Riddell et al., 2001). Por 
outro lado, durante o envelhecimento ocorre alteração dos níveis de colesterol das 
membranas sinápticas (Igbavboa, 1996) e a vulnerabilidade a intoxicações por alumínio 
parece aumentar (Savory et al., 1999). É interessante notar que, a proteína percursora da -
-amilóide contém a sequência considerada como “motivo ligante de caveolina” (Ikezu et 
al., 1998), uma proteína presente em “rafts” lipoproteicos das células neuronais (Galbiati et 
al., 1998; Braun & Madison, 2000). A combinação lipídica singular dos domínios 
membranares ricos em colesterol e caveolina, permite a constituição de “rafts” 
lipoproteicos especializados em funções tais como o transporte iónico e de metabolitos e a 
sinalização celular (Harder & Simons, 1997; Brown & London, 1998; Masserini et al., 
1999; Brown & London, 2000; Simons & Ikonen, 2000; Suzuki & Sheetz, 2001). 
Adicionalmente, foi demonstrado que o hidróxido de alumínio contido nos antiácidos e 
outros complexos de alumínio produzem hipercolesterolemia (Nagyvary & Bradbury, 
1977; Sperber et al., 1991). 
Estudos realizados em animais contribuíram para esclarecer muitos dos aspectos da 
Doença de Alzheimer, ao mostrarem que algumas das lesões características desta doença 
podem ser reproduzidas por administração de alumínio, desde que sejam usados compostos 
de alumínio adequados e as vias de exposição e doses administradas sejam eficazes (Huang 
et al., 1997; McLachlan, 1995; Savory et al., 1996; 1999). Por outro lado, um estudo 
mostrou que o tratamento com desferroxamina, um quelante de iões trivalentes usado para 
tratar intoxicações por ferro e alumínio, pode diminuir/retardar a progressão clínica da 
Doença de Alzheimer (McLachlan et al., 1991a). Adicionalmente vários estudos 
epidemiológicos indicam a existência de um relação entre o conteúdo em alumínio da água 
potável e a incidência da Doença de Alzheimer (Jansson, 2001; Flaten, 2001; Rondeau, 
2002).  
Na encefalopatia de diálise, em que ocorre demência, o alumínio exerce acções 
neurotóxicas comprovadas. O desenvolvimento deste síndroma nos pacientes com 
insuficiência renal está associado à exposição a níveis excessivos de alumínio existente na 






água de hemodiálise e nos tampões de fosfato, pois elevados níveis de alumínio foram 
encontrados no cérebro e soro destes pacientes (Wills & Savory, 1988; Meiri et al., 1993; 
Neiva et al., 2002; Wolff et al., 2002). Em Abril de 1993, 140 insuficientes renais, que 
faziam hemodiálise no Hospital Distrital de Évora, foram intoxicados por alumínio. Os 
doentes intoxicados com níveis de alumínio no sangue da ordem dos 173 µg/l apresentaram 
alucinações e convulsões seguidas de coma e morte. Posteriormente, verificou-se que em 
resultado de falhas nos sistemas de osmose inversa e de purificação da água da rede 
pública, os índices de alumínio na água utilizada para a hemodiálise eram extremamente 
elevados (435 mg/l) (Inácio, 1993). Apesar do número de episódios de intoxicação com 
alumínio dos dialisados ter diminuído ao longo das últimas duas décadas, o alumínio 
continua a ser o maior agente causador de osteomalácia em indivíduos com insuficiência 
renal (Cannata Andía, 2000). Actualmente, manter os níveis óptimos de colesterol 
sanguíneo constitui uma recomendação como forma de prevenir a demência vascular 
relacionada com o envelhecimento de pacientes que se submetem a diálise durante longos 
períodos de tempo, que está sempre associada a elevados níveis de alumínio no sangue 
(Rob et al., 2001). 
Há uma preocupação crescente acerca dos efeitos adversos do alumínio no 
desenvolvimento de alterações de comportamento (Golub & Domingo, 1996). Animais 
expostos a alumínio apresentam dificuldades de aprendizagem e défice de memória (Petit 
et al., 1980; Rabe et al., 1982; Yokel, 1983; Pendlebury, 1988; Lal et al., 1993; Yokel et 
al., 1994; Julka et al., 1995; Miu et al., 2003). Estas alterações foram observadas em gatos 
(Crapper & Dalton, 1973a, b), ratos (Lipman et al., 1988; Connor et al., 1988; Lal et al., 
1993; Julka et al., 1995) e coelhos (Petit et al., 1980; Rabe et al., 1982; Petit et al., 1985; 
Yokel et al., 1994). Porém, a utilização de protocolos de exposição bem distintos e um 
número reduzido de testes comportamentais não possibilita a caracterização das alterações 
comportamentais induzidas por alumínio. 
Decorrido um século após as primeiras evidências de que o alumínio induz 
neurodegenerescência, ainda pouco se pode afirmar acerca dos seus mecanismos de acção. 
Consequentemente, a investigação dos mecanismos celulares de neurotoxicidade é 
extremamente importante na avaliação de risco ocupacional e ambiental de determinados 
grupos de indivíduos. Alguns relatórios clínicos demonstraram um aumento da absorção do 






alumínio durante o envelhecimento e certas patologias, conduzindo à acumulação do 
alumínio no organismo (McDermott et al., 1979; Roberts et al., 1998). Uma vez que o 
alumínio pode atravessar a barreira hematoencefálica (Ackley & Yokel, 1997; Yokel et al., 
1999), a sua acumulação representa um aumento do risco neurotoxicológico. 
Diversos efeitos adversos do alumínio no cérebro parecem envolver uma inibição 
das vias de transdução de sinal (Haug et al., 1994; Shafer & Mundy, 1995; Exley 1999; 
Yokel, 2000), mas os mecanismos subjacentes à neurotoxicidade do alumínio no cérebro 
permanecem pouco esclarecidos. Além disso, vários investigadores sugerem que o 
alumínio tem um efeito bifásico (qualitativamente diferente de acordo com a concentração) 
na neurotransmissão colinérgica e glutamatérgica (Julka et al., 1995; Sarin et al., 1997b; 
Cucarella et al., 1998; Kumar, 1998).  
O sistema colinérgico aparece associado à neurotoxicidade do alumínio desde os 
primeiros trabalhos realizados. Em vários estudos investigou-se o efeito do alumínio na 
actividade da acetilcolinesterase in vitro e in vivo. No entanto os resultados obtidos são 
bastante contraditórios. Alguns autores descreveram uma diminuição da actividade da 
acetilcolinesterase na presença de alumínio, enquanto outros descreveram uma activação 
(Marquis & Black, 1984; Sharp & Rosemberry, 1985; Gulya et al., 1990; Peng et al., 1992; 
Zatta et al., 1994; Kumar, 1998; Sarkarati et al., 1999; Szutowicz, 2001; Dave et al., 
2002). Todos os componentes deste sistema parecem modificados pela presença do 
alumínio. O transportador de colina, responsável pela sua recaptura para o interior do 
terminal pré-sináptico, é inibido (Julka et al., 1995) e a actividade da 
acetilcolinatransferase diminui, contribuindo ambos os efeitos para a redução dos níveis de 
acetilcolina pré-sinápticos. Por outro lado, a nível pós-sináptico verifica-se a redução da 
densidade de distribuição dos receptores muscarínicos sem alteração da sua afinidade 






 pelos seus locais de ligação 
intra- e extracelulares (Harris, 1992; Xie et al., 1996), tem sido envolvida no mecanismo de 
alteração do sistema colinérgico por alumínio. O alumínio extracelular inibe o influxo de 
Ca
2+
 para os neurónios, o que compromete o transporte de acetil-coenzima A da 
mitocôndria para o citoplasma dos terminais nervosos, podendo conduzir à supressão da 
síntese e libertação da acetilcolina (Bielarczyk et al., 1998). Presentemente, não existe 
qualquer evidência experimental que demonstre claramente uma interacção específica do 






alumínio com qualquer um dos intervenientes moleculares do sistema colinérgico. Além do 
mais, diversos efeitos têm sido observados ao nível de outros neurotransmissores (Albrecht 
et al., 1991; Nayak & Chatterjee, 2001; 2003; El-Rahman, 2003). 
O efeito do alumínio no metabolismo da glicose pode contribuir para a redução 
generalizada das funções neuronais, tal como sugerido inicialmente por Meiri (Meiri et al., 
1993; Nayak & Chatterjee, 1999). De facto, o influxo de glicose e a sua utilização no 
cérebro do rato estão diminuídos após injecção intracerebral ou intraperitoneal de tartarato 
de alumínio (Lipman & Tolchard, 1989). O consumo, durante 1 ano, de água contendo 
AlCl3 100 µM provoca a redução da actividade da hexocinase e da desidrogenase de 
glicose-6-fosfato no cérebro do rato (Cho & Joshi, 1988). Foi também demonstrado que 
tanto a hexocinase citosólica como a mitocondrial, isoladas a partir de tecido cerebral, são 
inibidas pelo alumínio (Lai & Blas, 1984). O alumínio parece ser um inibidor efectivo da 
glicólise através da inibição da hexocinase. No entanto, exerce um efeito estimulatório na 
actividade da piruvato cinase (Lai & Blas, 1984), enquanto elevadas concentrações de 
alumínio inibem a lactato desidrogenase (Lai & Blas, 1984). Inicialmente, foi proposto que 
a formação do complexo Al-ATP estaria na origem da inibição da actividade de hexocinase 
(Womale & Colowick, 1979). Cho e Joshi (1988) demonstraram, posteriormente, que a 
inibição da hexocinase, produzida por administração de alumínio in vivo, não é passível de 
reversão por diálise do tecido cerebral, o que parece indicar um mecanismo de acção mais 
complexo. Curiosamente, os mesmos investigadores observaram que durante o processo de 
diálise a actividade da glicose-6-fosfato desidrogenase, inicialmente inibida, é totalmente 
recuperada. 
Recentemente, tem sido explorada a acção do alumínio na transcrição genética no 
cérebro. Foi observada a presença de alumínio no núcleo, ao nível da cromatina, e parece 
possível o estabelecimento de interacções muito fortes entre Al
3+
 e ADN (Wu et al., 2005). 
Além disso, a presença de alumínio, em concentrações nanomolares, inibe a ARN 
polimerase II cerebral, indicando que o alumínio pode interromper a síntese de péptidos 
(Lukiw et al., 1998). Porém, há poucas indicações acerca da relação entre a deterioração 
genética induzida pelo alumínio e o aparecimento de sinais de neurotoxicidade. 
Um dos mecanismos de destruição neuronal é a apoptose, um processo regulado de 
morte celular com mudanças morfológicas características, que incluem condensação 






cromatínica periférica seguida de fragmentação nuclear e citoplasmática e subsequente 
fagocitose de “corpos apoptóticos”. Tem sido demonstrado que compostos de alumínio 
induzem neurodegenerescência e efeitos apoptóticos em vários modelos experimentais 
(Savory et al., 2003; Johnson et al., 2005). Há evidências de que o stress oxidativo, a 
libertação de Ca
2+
 dos reservatórios intracelulares e a perturbação das funções 
mitocondriais, podem representar passos importantes no mecanismo subjacente à morte 
celular induzida por alumínio (Guo & Liang, 2001; Ohyashiki et al., 2002; Savory et al., 
2003). O mecanismo pelo qual o alumínio interage com as vias apoptóticas é apenas 
parcialmente compreendido, e permanece por identificar o sinal responsável pelo 
desencadeamento da morte celular por apoptose em resposta a exposição a alumínio. Tal 




)ATPase tem sido implicada na patofisiologia das 





)ATPase na transdução de sinais e na morte celular (apoptose, necrose e morte 





)ATPase pode ter um papel fundamental na apoptose, sugerindo que a inibição da 
actividade desta enzima pode desencadear directamente a morte celular e aumentar 
marcadamente a susceptibilidade celular a outros promotores de apoptose (Yu, 2003).  
Face às inúmeras possibilidades de interferência do alumínio em processos fulcrais 
para o funcionamento da célula, os mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento da sua 
acção tóxica e, particularmente neurotóxica, são complexos e multifacetados. Deste modo, 
face à informação disponível, parecem existir, a nível celular, alguns alvos específicos do 
alumínio que, dada a sua natureza e função, podem estar na génese das acções neurotóxicas 
deste metal. 




)ATPase constitui um passo inicial no 
desencadeamento de danos celulares foi também analisada noutros modelos experimentais, 
tais como o insulto excitotóxico (Boldyrev et al., 2000), hipóxia e isquemia (Kako et al., 
1988; Rosenkrantz et al., 1996), stress oxidativo (Huang et al., 1994; Lehotsky et al., 1999) 
e apoptose induzida por cardenolídeos (Lees & Leong, 1994; Mann et al., 2001). Estes 





)ATPase em vias específicas de transdução de sinal, que podem também conduzir à 
morte celular. 







4. Objectivos do trabalho 
O século XX caracterizou-se pelo acentuado desenvolvimento industrial, não tendo 
sido acompanhado de preocupação consentânea com o impacto negativo na qualidade de 
vida das populações. Entre muitos outros aspectos, interessa realçar que a utilização do 
alumínio e dos seus compostos para os mais diversos fins é hoje generalizada, implicando a 
sua extracção da crosta terrestre em grande escala, e que as transformações ocorridas nas 
condições ambientais favorecem a sua biodisponibilidade. Por outro lado, é evidente que 
durante a exposição a alumínio ocorre bioacumulação e consequente intoxicação dos 
organismos expostos, podendo conduzir à morte. Os sintomas descritos como 
característicos das intoxicações por alumínio no Homem (tremor, perda de memória, 
alteração de linguagem, demência e convulsões) apontam para uma elevada vulnerabilidade 
do sistema nervoso central relativamente a este agente tóxico. 
Actualmente desconhece-se o mecanismo de acção neurotóxica do alumínio, sendo 
porém notória a sua capacidade de interferência com diversos sistemas de comunicação 
celular, bem como com os processos celulares envolvidos nas transformações energéticas. 




)ATPase. Tal como 





observado por alguns investigadores durante os últimos 25 anos. O reconhecimento da 




)ATPase na configuração funcional das células tem 
vindo a ser ampliado à medida que aumenta o conhecimento da sua variabilidade 
estrutural, mecanismos de regulação e relação com outras identidades moleculares. Por 





alterações diferenciadas no funcionamento das populações celulares, que o grau de inibição 
determine a extensão das modificações funcionais e que a variação do padrão de expressão 
da enzima condicione a sensibilidade a alumínio. 




)ATPase no mecanismo de acção neurotóxica 











em terminais nervosos isolados a partir do córtex cerebral do rato (sinaptossomas) 
constituíram os objectivos fundamentais destes trabalho. 
Para o efeito, foi desenvolvido e caracterizado um modelo experimental que 
simulasse uma situação de intoxicação crónica por alumínio. A observação de que a 





)ATPase, mas também desequilíbrio do balanço prooxidante-antioxidante e 
modificações significativas ao nível da fluidez de membrana, implicou a análise da relação 









)ATPase englobou o estudo 
comparativo da actividade enzimática em sinaptossomas isolados a partir do córtex 
cerebral de ratos expostos a dieta enriquecida em alumínio (exposição in vivo) e em 
sinaptossomas incubados na presença de alumínio (exposição in vitro), bem como o estudo 






 II - Materiais e métodos 
 






1. Manutenção dos animais em laboratório 
Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar, machos com um mês de idade e ~250 g 
de peso, fornecidos pela Harlan Interfauna Ibérica, S. L.. Os animais foram mantidos em 
gaiolas individuais, numa câmara “Flufrance – A130 SN – Rech”, com temperatura 
(20±1ºC) e humidade (50±10%) controladas. 
Os animais foram alimentados ad libitum com ração “Panlab AO4” e água potável 
contendo HCl a 0,02%. Antes do início do período experimental, os ratos permaneceram 
em quarentena durante duas semanas. As substâncias cujo efeito foi estudado foram 
administradas em requeijão coalhado com sumo de limão, sob a forma de soluções 
aquosas, de modo a garantir a ingestão voluntária e rápida da quantidade total fornecida. 
Aos animais que constituíram os respectivos grupos controlo foi administrado apenas 
requeijão coalhado com sumo de limão. A dieta dos grupos de ratos destinados a estudos in 
vitro não continha qualquer suplemento. 
Os ratos foram pesados no início e no final do período experimental. 
 
2. Testes comportamentais 
Os testes comportamentais foram efectuados segundo o método descrito por 
Lukoyanov e Andrade (2000). 
Em primeiro lugar, os animais foram testados em “campo aberto”. Este dispositivo 
consiste numa arena construída em acrílico cinzento (100 x 100 x 40 cm), cujo chão se 
encontra dividido, por riscos pretos, em 25 quadrados (20 x 20 cm) e em duas áreas: a área 
periférica (16 quadrados junto às paredes) e a área central (9 quadrados no centro). No 
início de cada ensaio, o rato foi colocado num quadrado do canto, virado para a parede. 
Cada rato foi testado em sessões de 5 min sob observação. Durante este período foi 
registado o número de vezes que o animal cruzou as linhas da grelha com as quatro patas 
na área periférica (actividade locomotora periférica), que cruzou as linhas na área central 
(actividade locomotora interna), que se levantou apoiado nas patas posteriores (actividade 
de “rearing”) e que defecou. Entre cada sessão o dispositivo foi limpo com água e seco. 






Os ratos foram também testados na tarefa de “evitamento passivo”. O dispositivo 
consiste numa caixa de madeira (50 x 50 x 50 cm), cujo pavimento é uma grelha de aço 
constituída por varetas (3 mm de diâmetro) ligadas a um gerador de choques (A320 
Isostim, WPI, Inc.), uma plataforma circular de madeira (15 x 5 cm), assente no centro da 
grelha, e um tubo de plástico (16 cm de diâmetro e 50 cm de altura), aplicado verticalmente 
sobre a grelha de forma a que a plataforma de madeira fique no interior do tubo. O rato foi 
colocado na plataforma de madeira, e o tubo de plástico foi removido 15 s depois. Avaliou-
-se então o estado latente, ou seja, o tempo que o rato demorou até dar um passo para a 
grelha com as quatro patas. Este procedimento de treino foi repetido três vezes com cada 
rato, em intervalos de 30 min. Na terceira vez, quando o rato desceu da plataforma de 
madeira para a grelha metálica, foi aplicada à grelha uma descarga eléctrica de 1 mA, 
durante 1 s, e o rato foi retirado e colocado na sua gaiola. O teste foi repetido após 24 
horas, mas sem choque eléctrico. 
 
3. Preparação do material biológico 
Neste trabalho foram recolhidas amostras de sangue, urina e fezes dos ratos 
pertencentes aos diferentes grupos experimentais. Foram também utilizados 
homogeneizados totais de córtex cerebral, rim, fígado e coração, bem como a fracção 
sinaptossomal, isolada a partir do córtex cerebral. 
3.1. Homogeneização dos tecidos 
Após o sacrifício do rato por distensão cervical, seguida de decapitação, o fígado, o 
coração, os rins e o cérebro foram rapidamente removidos e colocados em sacarose 0,32 M, 
HEPES-Tris 10 mM, a pH 7,4. Todas as operações realizadas com vista à obtenção do 
material biológico foram efectuadas à temperatura de 0 - 4ºC. 
O fígado, o coração e os rins foram homogeneizados em nove volumes de sacarose 
0,32 M tamponizada com HEPES-Tris 10 mM a pH 7,4. Para tal, usou-se um 
homogeneizador de vidro do tipo “Potter-Elvejhem” com um pistão de teflon, rodando a 
600 rotações por minuto. 






Relativamente ao cérebro, após a remoção do cerebelo e das meninges, o cérebro foi 
dissecado longitudinalmente segundo o sulco inter-hemisférico, separando-se o córtex. O 
tecido obtido foi homogeneizado em nove volumes de sacarose 0,32 M tamponizada com 
HEPES-Tris 10 mM a pH 7,4. Para tal, usou-se um homogeneizador de vidro do tipo 
“Potter-Elvejhem” com um pistão de teflon, rodando a 600 rotações por minuto.  
Os homogeneizados assim obtidos foram congelados a -80ºC ou mantidos em gelo, 
consoante o tipo de ensaio a que se destinavam. 
3.2. Isolamento da fracção sinaptossomal 
Após a obtenção do homogeneizado do córtex cerebral, procedeu-se à separação das 
estruturas celulares por centrifugação diferencial, de acordo com o método descrito por 
Hajós (1975) e modificado por Carvalho e Carvalho (1979). 
O homogeneizado foi centrifugado a 1.500xg, durante 10 min. Os sedimentos obtidos 
(P1), constituídos por núcleos, glóbulos vermelhos e fragmentos celulares, foram 
desprezados. Em seguida, foi sedimentada a fracção sinaptossomal não purificada (P2) por 
centrifugação dos sobrenadantes, obtidos na fase anterior (S1), a 9.000xg durante 20 min. 
O sedimento P2 foi ressuspenso num volume total de 4 ml de sacarose 0,32 M e 
HEPES-Tris 10 mM (pH 7,4) e cuidadosamente aplicado sobre dois tubos de centrífuga, 
que continham 7,5 ml de sacarose 0,8 M. Após 30 min de centrifugação a 9.000xg, foi 
recolhida a fracção sinaptossomal dispersa na camada de sacarose 0,8 M. A tonicidade do 
meio foi reposta, por adição muito lenta de igual volume de água desmineralizada fria, 
agitando constantemente. 
A suspensão de sinaptossomas foi centrifugada durante 30 min a 20.000xg. O 
sedimento obtido foi ressuspenso em 1 ml de sacarose 0,32 M e HEPES-Tris 10 mM (pH 
7,4) (concentração final de proteína ~8 mg/ml).  
As fracções sinaptossomais assim obtidas foram congeladas a -80ºC ou mantidas em 
gelo por um período máximo de 3 horas, consoante o tipo de ensaio a que se destinavam. 
As centrifugações referidas foram efectuadas numa centrífuga refrigerada “Beckman, 
modelo Avanti J-25I”, equipada com o rotor J.A. 25.15. 






4. Determinação da concentração de proteína 
A quantificação de proteína dos homogeneizados totais e das suspensões de 
sinaptossomas foi efectuada com recurso ao método colorimétrico do Biureto, descrito por 
Layne (1957). 
Os alíquotas (50 µl) foram solubilizados com SDS a 10%. A reacção colorimétrica 
(formação de complexos violeta cupro-proteicos em meio básico) foi iniciada com a adição 
de 2 ml de reagente de Biureto (sulfato de cobre hidratado a 0,15%, tartarato de sódio e 
potássio a 0,6%, hidróxido de sódio a 3% e iodeto de potássio a 0,1%). A reacção decorreu 
durante 15 min à temperatura ambiente.  
Simultaneamente e nas mesmas condições das amostras, foram preparados padrões 
de albumina sérica bovina, com valores de proteína compreendidos entre 10 e 20 mg de 
proteína/ml. As absorvâncias dos padrões e das amostras foram determinadas a 540 nm 
num espectrofotómetro UV/VIS “Perkin-Elmer, modelo Lambda 14 P”. As concentrações 
de proteína foram obtidas por interpolação dos valores de absorvância obtidos na curva 
padrão de albumina sérica bovina e expressas em mg de proteína/ml. 
 
5. Quantificação do alumínio 
A determinação dos conteúdos em alumínio das amostras foi efectuada por 
espectrometria de absorção atómica com câmara de grafite (AACG) ou por espectrometria 
de emissão com plasma (ICP). O material de vidro e polietileno utilizado foi mergulhado 
em ácido nítrico 10% (v/v) durante 24 horas e enxaguado com água ultra-pura, para reduzir 
o grau de contaminação em alumínio. 
O processamento das amostras para análise quantitativa por AACG foi iniciado por 
adição de TCA a 8% e ácido nítrico 0,2 N na proporção de 1:1 (v/v) a igual volume de 
amostra. Após extracção em gelo durante 30 min, as amostras foram centrifugadas a 
6.000xg durante 10 min. As concentrações de alumínio presentes nos sobrenadantes foram 
então quantificadas a 309,3 nm no espectrómetro de absorção atómica equipado com 






câmara de grafite “Perkin- Elmer 4100-UL” com sistema de amostragem automática “AS-  
-70” após optimização das condições da análise, tendo em conta a matriz das amostras. As 
concentrações de alumínio nas amostras foram calculadas por extrapolação a partir de uma 
recta padrão construída a partir de soluções padrão de alumínio (10 - 40 ppb). Os 
resultados foram expressos em ng de Al
3+
/mg de proteína. 
Para análise quantitativa por ICP, as amostras foram colocadas em vasos de teflon 
juntamente com ácido nítrico a 65%, introduzidas num sistema digestor de microondas 
“High Performance Unit Digestor – Milestone mls – 1200 mega” e submetidas a um 
programa adequado de potenciais de energia de microondas. As concentrações de alumínio 
foram então quantificadas a 396 nm no espectrómetro “Perkin-Elmer Plasma 400”, após 
optimização das condições da análise tendo em conta a matriz das amostras. As 
concentrações de alumínio nas amostras foram calculadas por extrapolação a partir de uma 
recta padrão construída a partir de soluções padrão de alumínio (0,5 a 5,0 mg/l). Os 
resultados foram expressos em μg de Al3+/mg de amostra. 
 
6. Caracterização morfológica da fracção sinaptossomal 
Considerando os fundamentos da microscopia electrónica de transmissão, as 
características inerentes aos materiais biológicos e os objectivos da utilização desta técnica 
foi necessário não só preservar a estrutura nativa das preparações, mas também protegê-las 
do ambiente hostil do microscópio electrónico. As amostras das fracções sinaptossomais 
foram preparadas segundo modificação do método proposto por Dodd et al. (1981). 
As amostras foram fixadas na presença de 3 ml de glutaraldeído a 3%, preparado em 
tampão fosfato 100 mM (pH 7,4), durante 2 h a 0 - 4ºC. Após centrifugação a 4.000 rpm, 
durante 10 min, os sedimentos foram lavados 3 vezes em tampão fosfato. A pós-fixação 
das amostras decorreu durante 1 h e 30 min, a 0 - 4ºC, na presença de 2,5 ml de solução de 
Dalton (OsO4 a 2% e K2Cr2O7 a 0,7% em tampão fosfato 100 mM a pH 7,4). A solução de 
Dalton foi então removida por centrifugação a 4.000 rpm durante 10 min, tendo os 
sedimentos sido lavados com tampão fosfato por três vezes. Procedeu-se de seguida à 
inclusão das amostras em agar a 3%. Para tal, depois da adição do agar a 45 - 50ºC, as 






amostras foram centrifugadas durante 20 min a 3.000 rpm, em “banho-maria” à mesma 
temperatura. As amostras foram fragmentadas em porções de 1 mm
3
. Estes fragmentos 
foram desidratados por exposição sequencial a uma série de concentrações crescentes de 
etanol: 20%, 40% e 60% (10 min); 75%, 90% e 95% (30 min); 100% (30 min - 4 vezes). 
Seguidamente, as amostras foram submetidas a infiltração com óxido de propileno (10 min 
+ 15 min) e a impregnação gradual em Epon, sendo expostas sucessivamente e por 
períodos de uma hora às seguintes misturas: 2/3 óxido de propileno com 1/3 de Epon; 1/2 
óxido de propileno com 1/2 de Epon; 1/3 óxido de propileno com 2/3 de Epon e finalmente 
3/3 de Epon. As amostras foram colocadas em moldes apropriados, tendo a polimerização 
decorrido numa estufa durante 3 dias a 60ºC. 
As amostras assim incluídas em resina foram seccionadas no ultramicrómetro em 
secções ultrafinas, de espessura entre 100 e 150 nm. Em seguida, procedeu-se ao contraste 
com acetato de uranilo a 2% durante 15 min e citrato de chumbo (segundo Reynolds) 
durante 10 min (Salema & Santos, 1992). As observações realizaram-se num microscópio 
electrónico de transmissão “Hitachi H-9.000-NA”, utilizando uma tensão de aceleração de 
100 kV. 
 
7. Determinação da libertação da lactato desidrogenase 
A integridade estrutural dos sinaptossomas foi avaliada por detecção da actividade da 
enzima citosólica lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubação. A determinação 
desta actividade enzimática foi efectuada segundo o método descrito por Bergmeyer e 
Bernt (1974). Este método espectrofotométrico baseia-se na seguinte reacção enzimática: 
 
O piruvato é convertido em L-lactato, por acção da LDH, sendo simultaneamente o 
NADH oxidado a NAD
+
. O consumo de NADH é seguido por registo do decréscimo da 
absorvância a 340 nm. O decréscimo de absorvância é directamente proporcional ao 
número de micromoles de substrato transformado. 













Após a incubação dos sinaptossomas nas diferentes condições experimentais, os 
alíquotas (1 mg de proteína) foram centrifugados a 15.000xg durante 5 min. O 
sobrenadante (S1) foi guardado em gelo e o sedimento foi ressuspenso em 2 ml de HEPES- 
-Tris 10 mM (pH 7,4) e TritonX-100 a 1% e centrifugado a 15.000xg durante 5 min. Após 
centrifugação, o sobrenadante (S2) foi recolhido. Seguidamente, procedeu-se à 
determinação da actividade da LDH nos sobrenadantes S1 e S2. Para o efeito, foi utilizado o 
“Kit Enzyline LDH/HBDH Optimisé Unitaire” da “BioMérieux”. Adicionaram-se 2,8 ml 
de Reagente 1 (tampão fosfato 50 mM a pH 7,5) ao frasco que continha o Reagente 2 
(NADH 180 M). Adicionou-se 100 l de amostra e a reacção foi iniciada pela adição de 
100 l de Reagente 3 (piruvato 600 M). A absorvância foi registada a 340 nm num 
espectrofotómetro UV/VIS “Perkin-Elmer, modelo Lambda 14 P” (intervalo de integração 
de 0,5 s) após 1, 2 e 3 minutos de reacção. 
Designou-se por taxa de integridade dos sinaptossomas a proporção da actividade de 
LDH detectada no sobrenadante S1 expressa em percentagem da actividade total (soma das 
actividades de LDH detectadas nos sobrenadantes S1 e S2). 
 
8. Quantificação dos nucleótidos de adenina endógenos 
Os nucleótidos de adenina foram extraídos das preparações sinaptossomais com 
ácido perclórico 0,2 M (1:2, v/v), a 4ºC. Os alíquotas (1 mg de proteína) foram 
centrifugados a 15.800xg durante 5 min, a 4ºC. Os sobrenadantes foram neutralizados por 
adição de KOH 10 M/Tris 5 M e centrifugados a 15.800xg durante 10 min, a 4ºC. Os 
nucleótidos de adenina endógenos (ATP, ADP e AMP) presentes nos sobrenadantes foram 
analisados por separação em cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) de fase reversa, 
tal como descrito por Stocchi et al. (1985). Para o efeito, foi utilizado o sistema 
cromatográfico “Beckman System Gold”, que consiste numa bomba binária modelo 126 e 
num detector de UV variável 166, controlados por computador. A coluna usada na 
separação foi uma Lichmospher 100 RP-l8 (5 m). Foi realizada eluição isocrática com 
tampão contendo KH2PO4 100 mM e metanol a 1% a pH 7,4, com um fluxo constante de 
1,2 ml/min. Os nucleótidos de adenina (TAN), ATP, ADP e AMP, foram detectados a 254 






nm durante 6 min. Os resultados foram expressos em nmoles/mg de proteína e o potencial 





            [Equação 1] 
 
9. Determinação da fluidez de membrana 
A fluidez da membrana sinaptossomal foi quantificada por anisotropia de 
fluorescência usando as sondas 1-(4-(trimetilamino)fenil)-6-fenilhexa-1,3,5-trieno (TMA-  
-DPH) e 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), tal como descrito por Rego e Oliveira (1995). 
A fluorescência destas sondas é insignificante em meio aquoso, e a sua incorporação em 
membranas é acompanhada de elevado aumento do sinal de fluorescência. O DPH 
intercala-se entre as cadeias acil, permitindo a medição de alterações da fluidez de 
membrana ao longo da cadeia central dos lípidos na porção mais profunda da região 
hidrofóbica da bicamada lipídica. O TMA-DPH contém um substituto catiónico do 
trimetilamónio, que actua como uma âncora de superfície, e as alterações da anisotropia de 
fluorescência reflectem as alterações da fluidez ao nível das cabeças dos fosfolípidos e das 
porções superiores das cadeias lipídicas (região hidrofílica da bicamada).  
As medições de anisotropia de fluorescência foram efectuadas num 
espectrofluorímetro “Perkin-Elmer LS 50B” assistido por um computador e equipado com 
suporte de cuvetes termostatizado e sistema controlado de polarização. Foram realizados 
ensaios preliminares para estabelecer as condições óptimas para efectuar as medições em 
equilíbrio dinâmico com DPH e TMA-DPH. 
A incubação de sinaptossomas (0,125 mg de proteína/ml), a  30ºC,  com TMA-DPH 
2 μM durante 5 min ou com DPH 2 μM durante 15 min, promoveu a marcação máxima da 
membrana sinaptossomal. Os comprimentos de onda de excitação e emissão foram 
ajustados a 360 nm e 430 nm, respectivamente. Após incorporação das sondas nas 
condições referidas, os valores de fluorescência mantiveram-se constantes durante pelo 






menos 30 min. Os valores de anisotropia de fluorescência (r) foram calculados usando a 
seguinte fórmula (Shinitzky & Barenholtz, 1978): 
r = III - I / III + 2I [Equação 2]
onde, III e I  são, respectivamente, a intensidade de fluorescência da luz emitida 
medida em paralelo e em perpendicular ao plano de polarização do feixe de excitação. 
O aumento do valor do parâmetro anisotropia de fluorescência reflecte uma 
diminuição na mobilidade da sonda e um aumento na ordem estrutural ou uma diminuição 
na fluidez membranar. 
 
10. Determinação da acumulação de ácido -aminobutírico 
A determinação da acumulação de ácido -aminobutírico (GABA) por sinaptossomas 
foi efectuada segundo o método anteriormente descrito por Santos et al. (1990). 
Os ensaios de acumulação de GABA por sinaptossomas (concentração final de 0,5 
mg de proteína/ml) foram realizados a 30ºC, com agitação magnética constante, em 3,7 ml 
de meio contendo MgCl2 1,2 mM, NaCl 128 mM, KCl 5 mM, AAOA 10 M, glicose 10 
mM, EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM (pH 7,4). Após pré-incubação de 5 min, as 
reacções foram iniciadas pela adição de 37 μl de [3H]GABA 50 μM (concentração final 0,5 
M, 0,25 Ci/ml) e finalizadas por filtração rápida sob vácuo de alíquotas de 0,5 ml, após 
vários intervalos de tempo (1, 2, 3, 4, 5, 10 e 15 min). Os filtros de microfibra de vidro 
Whatman GF/B (2,5 cm de diâmetro e 0,68 mm de espessura), nos quais os sinaptossomas 
ficaram retidos, foram pré-lavados e lavados, respectivamente, com 5 e 10 ml de meio 
contendo sacarose 320 mM, EGTA 0,1 mM e Tris-HCl 10 mM (pH 7,4) a 4ºC. 
Seguidamente, os filtros foram inseridos em tubos de cintilação aos quais se 
adicionaram 3 ml de “UniversolTM ES” (cocktail de cintilação) e, decorridas 12 h, a 
radioactividade foi quantificada por espectrometria de cintilação líquida num contador de 
cintilação líquida “Beckman LS 6000IC”.  






Em cada experiência foi determinada a radioactividade presente no filtro, com base 
em ensaios realizados nas mesmas condições das amostras, mas na ausência de 
sinaptossomas, sendo este valor subtraído às restantes contagens. Foi ainda calculada para 
cada experiência a actividade específica de [
3
H]GABA no meio de reacção. A quantidade 
de [
3
H]GABA acumulada foi expressa em pmol/mg de proteína. 
 
11. Determinação da actividade da ATPase 
A actividade de ATPase das diferentes preparações biológicas foi determinada por 
quantificação do fosfato inorgânico produzido durante a hidrólise de ATP. 
As reacções enzimáticas decorreram em 1 ml de meio de reacção constituído por 
NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 10 mM, EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM 





)ATPase). Após incubação da amostra durante 15 min, a reacção foi iniciada pela 
adição de Mg-ATP e decorreu durante 5 min, num banho termostatizado a 35ºC, com 
agitação. A adição de 250 µl de TCA a 20%, previamente arrefecido, e a colocação dos 
tubos em gelo finalizou a reacção. Após centrifugação durante 5 min a 3.000 rpm, 
procedeu-se à quantificação do fosfato inorgânico no sobrenadante.  
A reacção colorimétrica iniciou-se com a adição de reagente de molibdato (sulfato 
ferroso a 5% e molibdato de amónio a 1% preparado em ácido sulfúrico 1 N) e decorreu 
durante 5 min à temperatura ambiente. Simultaneamente, foi preparada uma curva padrão 
de KH2PO4 (0 - 85 µM). A intensidade da coloração de azul de molibdénio das amostras e 
da curva padrão foi quantificada a 660 nm num espectrofotómetro UV/VIS “Perkin-Elmer, 
modelo Lambda 14 P”, e a quantidade de Pi produzida durante as reacções calculada a 
partir da curva padrão. A actividade medida na ausência de ubaína é designada actividade 





)ATPase corresponde à diferença entre a ATPase total e a basal e foi 
expressa em nmol de Pi/mg de proteína/min. 
 










)ATPase foram analisados com a ajuda do 
programa do “Microcal™ Origin 6.0” para ajuste de curvas, usando uma regressão não 






















onde, V1 e V2 (nmol Pi/ min/ mg proteína) são as velocidades máximas. K1 e K2 ( M) 
são, respectivamente, as constantes semi-saturantes da primeira e segunda componente 
sigmoidal e nH e n representam, respectivamente, o coeficiente de Hill e o número máximo 




)ATPase a interagir. 
As curvas de “dose-resposta” da (Na+/K+)ATPase para a ubaína foram analisadas de 
modo similar, mas usando a função de ajuste com um, dois ou três termos da Equação 4, 
representando a presença de um a três eventos inibitórios, independentes e não 









onde, Vmáx é a velocidade máxima observada nas ausência de ubaína, I é o logaritmo 
decimal da concentração da ubaína e KI é o logaritmo decimal da concentração que produz 










12. Quantificação de lípidos 
A fracção lipídica dos sinaptossomas foi extraída de acordo com o procedimento 
descrito por Folch et al. (1957). Os alíquotas (2,5 mg de proteína) foram vigorosamente 
agitados com a mistura clorofórmio/etanol (1:1) e a fase líquida foi recuperada por 
centrifugação a 600xg durante 15 min. Foi realizada uma extracção lipídica adicional por 
adição de 8 ml de uma mistura contendo clorofórmio e água (1:1), na presença de KCl 80 
mM. A fase que contém o extracto lipídico foi separada por centrifugação e o solvente (o 
clorofórmio) foi evaporado sob corrente de azoto num evaporador rotativo. Os extractos 
lipídicos foram dissolvidos em 1,5 ml de clorofórmio e armazenados a -80ºC sob atmosfera 
de azoto, até análise do seu conteúdo em colesterol e fosfolípidos. 
O colesterol total dos extractos lipídicos foi quantificado pelo método colorimétrico 
descrito por Huang et al. (1961). Os alíquotas de extractos lipídicos (500 l) foram 
dissolvidos em 100 l de ácido acético glacial a 100%. A reacção colorimétrica foi iniciada 
com a adição de 2,5 ml de reagente de Liebermann-Buchard preparado de fresco (anidrido 
acético a 60%, ácido sulfúrico a 10%, ácido acético a 30% (v/v) e sulfato de sódio a 2% 
(p/v)), e decorreu durante 30 min à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. 
Simultaneamente, nas mesmas condições das amostras, foram preparados padrões de 
colesterol com valores compreendidos entre 0 e 0,25 mg de colesterol/ml. As absorvâncias 
dos padrões e das amostras foram determinadas a 630 nm num espectrofotómetro UV/VIS 
“Perkin-Elmer, modelo Lambda 14 P” e os resultados foram expressos em nmoles/nmoles 
de fosfolípido total. 
Os fosfolípidos foram separados por cromatografia monodimensional em camada 
fina de sílica-gel (placas Whatman LK com 250 m de espessura), usando como solvente a 
mistura clorofórmio/etanol/água/trietilamina (30:35:6:35, v/v) (Leray & Pelletier, 1987). 
Após lavagem com clorofórmio/metanol (1:1; v/v), a placa de sílica-gel foi embebida em 
ácido bórico a 2,3% preparado em etanol puro. Depois de seca à temperatura ambiente (~5 
min) foi activada a 110ºC durante 15 min. Os alíquotas (60 μl) contendo 200 μg de 
fosfolípidos foram aplicados na zona de concentração. Na mesma placa foram aplicados 
padrões de fosfolípidos (~30 μg de cada um) dissolvidos em clorofórmio. A placa foi 






colocada na tina cromatográfica contendo a mistura clorofórmio/etanol/água/trietilamina 
(30:35:6:35, v/v). A migração decorreu durante aproximadamente 2 horas à temperatura 
ambiente.  
As fracções lipídicas foram detectadas sob luz ultravioleta após pulverização com 
solução de primulina a 5% preparada em acetona/água (4:1; v/v). As manchas 
correspondentes aos locais onde se encontravam os diferentes fosfolípidos foram raspadas. 
Seguidamente, procedeu-se à digestão dos fosfolípidos contidos na sílica-gel com 0,5 
ml de ácido perclórico a 70%, durante 2 horas, a 180ºC em banho de areia, com refluxo 
contínuo dos vapores condensados. Para a quantificação do fosfato inorgânico nos 
extractos lipídicos totais, os alíquotas (40 l) foram evaporados cuidadosamente em bico 
de Bunsen até à secura, sendo depois digeridos tal como descrito acima. Após 
arrefecimento até à temperatura ambiente, foi adicionado a cada tubo 7,5 ml de reagente de 
molibdato (molibdato de amónio a 0,22% em H2SO4 a 2%). A reacção colorimétrica 
iniciou-se com a adição de 0,3 ml de reagente de Fiske-Subbarow (hidrogenosulfito de 
sódio a 15%, sulfito de sódio a 0,5% e ácido 1-amino-2-naftol-4-sulfónico a 0,25%) e 
decorreu durante 15 min em banho fervente.  
As absorvâncias foram lidas a 830 nm num espectrofotómetro UV/VIS “Perkin-        
-Elmer, modelo Lambda 14 P”. A quantidade de Pi foi calculada a partir da curva padrão de 
KH2PO4 (0-260 nmol). Após evaporação, à chama do bico de Bunsen, da água contida nos 
padrões, estes foram tratados do mesmo modo que as amostras. Os resultados foram 
expressos em percentagem do conteúdo total de fosfolípidos da amostra. 
13. Determinação de grupos carbonilo 
Os grupos carbonilo na fracção sinaptossomal foram quantificados por 
espectrofotometria após reacção com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) em meio ácido, de 
acordo com o método descrito por Levine e modificado por Fagan (Levine et al., 1990; 
Fagan et al., 1999). 
Os alíquotas (1 mg de proteína) foram centrifugados a 20.000xg durante 5 min à 
temperatura ambiente. Os sedimentos obtidos foram ressuspensos em 500 l de DNPH 10 
mM preparado em HCl 2 M e incubados durante 1 hora à temperatura ambiente. A reacção 






foi finalizada com a adição de 500 l de TCA a 20%, à temperatura de 4ºC. Após 
centrifugação a 20.000xg durante 5 min, a 4ºC, os sedimentos obtidos foram 
homogeneizados em 1 ml de etanol/acetato de etilo (1:1), agitados vigorosamente, 
incubados durante 10 min e centrifugados (20.000xg durante 5 min, a 4ºC). Este 
procedimento foi repetido 3 vezes. O último sedimento foi ressuspenso em 900 l de meio 
contendo guanidina 6 M, NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 3 mM, EGTA 0,1 mM, 
HEPES-Na 10 mM a pH 7,4 e incubado durante 15 min à temperatura de 37ºC. Após 
centrifugação no regime anterior, para sedimentar a fracção insolúvel, os grupos carbonilo 
foram quantificados a 360 nm num espectrofotómetro UV/VIS “Perkin-Elmer, modelo 
Lambda 14 P”.  
A absorvância foi registada contra brancos, contendo amostras não submetidas ao 
tratamento com DNPH (amostras incubadas em 500 l de HCl 2 M durante 1 hora, à 
temperatura ambiente). O conteúdo em grupos carbonilo das amostras foi calculado a partir 
dos valores de absorvância, utilizando o coeficiente de absorção molar da 2,4-dinitro-          
-fenilhidrazona (ε = 22.000 M-1cm-1). Os resultados foram expressos em nmoles/mg de 
proteína. 
14. Determinação de grupos sulfidrilo 
A concentração de grupos sulfidrilo (SH) nas fracções sinaptossomais foi 
determinada com o reagente de Ellman, ácido 5,5’-ditio-bis(2-nitro)benzóico (DTNB) 
(Ellman, 1959), tal como descrito por Kurella et al. (1995).  
Para determinar a quantidade de grupos SH, os alíquotas (0,3 mg de proteína) foram 
pré-incubados durante 30 min à temperatura de 37ºC em 3 ml de tampão fosfato de 
potássio 10 mM (pH 8,0) contendo EDTA 1 mM. A reacção foi iniciada pela adição de 
DTNB 0,6 mM e decorreu à temperatura de 37ºC, durante 60 min. A absorvância foi 
medida a 412 nm num espectrofotómetro UV/VIS “Perkin-Elmer, modelo Lambda 14 P” 
em regime de duplo feixe, atravessando o feixe de referência uma amostra processada na 
ausência de DTNB. A concentração de grupos SH nos sinaptossomas foi calculada usando 
o coeficiente de absorção molar do tionitrobenzoato (ε = 13.600 M-1cm-1). Os resultados 
foram expressos em μmoles/mg de proteína. 













A identificação das diferentes isoformas da subunidade α da (Na+/K+)ATPase 
presentes nas preparações biológicas foi realizada após extracção, separação 
electroforética, electrotransferência das proteínas, seguida de imunodetecção com os 
anticorpos anti-NASE, anti-HERED e anti-TED, que identificam as subunidades α1, α2 e 
α3, respectivamente. Estes anticorpos policlonais contra-coelho foram gentilmente 
oferecidos pelo Dr. Thomas Pressley da “Texas Tech University - Health Sciences Center”. 
Amostras de homogeneizado total de cérebro, rim e coração, bem como da fracção 
sinaptossomal, foram ressuspensas, a 0 - 4ºC, em tampão de lise contendo EDTA 1 mM, 
EGTA 1 mM, MgCl2 2 mM e HEPES 25 mM (pH 7,5), suplementado com fluoreto de 
fenilmetilsulfonilo 100 M, ditiotreitol 2 mM e 1:1000 de uma mistura de inibidores de 
proteases contendo quimostatina, pepstatina A, leupeptina e antipaína (1 mg/ml).  
Os lisados foram misturados (1:1) com tampão contendo EDTA 5 mM, SDS a 6%, 
glicerol a 20%, 2-mercaptoetanol a 5%, azul de bromofenol a 0,02% e Tris-HCl 0,25 M 
(pH 6,8). De seguida, as amostras foram desnaturadas a 60ºC durante 5 min e centrifugadas 
a 14.000 rpm durante 10 min a 24ºC. 
Para a separação electroforética das proteínas utilizou-se gel de separação de 
poliacrilamida a 7,5% (com 0,75 mm de espessura), preparado por adição sucessiva de 2,3 
ml de água destilada, 1,5 ml de bis-acrilamida a 30%, 2,02 ml de Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8), 
0,13 ml de SDS a 10%, 0,07 ml de persulfato de amónio a 10% e 0,005 ml de TEMED. A 
polimerização do gel decorreu durante ~60 min à temperatura ambiente. Em seguida, 
colocou-se sobre o gel de separação uma camada de ~3 cm de gel de concentração de 
poliacrilamida a 4% (1,27 ml de água destilada, 0,27 ml de bis-acrilamida a 30%, 0,52 ml 
de Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8), 0,0207 ml de SDS a 10%, 0,012 ml de persulfato de amónio e 
0,0027 ml de TEMED). Este gel polimerizou durante ~45 min à temperatura ambiente. 
Após o enchimento do tanque de electroforese com tampão (glicina 0,05 M, Tris 0,5 mM e 
SDS a 0,1%), as amostras e o padrão “Broad Range” da “BioRad” foram aplicados no topo 






do gel de concentração. O reservatório de electroforese foi ligado à fonte de alimentação 
sob uma voltagem constante de 100 V (até passar o gel de concentração) e, posteriormente, 
sob uma voltagem constante de 140 V. Este processo decorreu à temperatura ambiente e o 
circuito foi interrompido quando o azul de bromofenol percorreu o gel de separação.  
De seguida, procedeu-se à electrotransferência das proteínas contidas no gel para uma 
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) da “Amersham Biosciences, Little 
Chalfont, UK” previamente activada por exposição sucessiva a metanol a 100% (5 s), H2O 
(5 min) e CAPS 10 mM a pH 11,0 preparado em metanol a 10% (5 - 30 min). O gel e 
membrana de PVDF foram colocados entre papel de filtro humedecido em solução de 
CAPS, e a “cassete” de electrotransferência foi fechada e introduzida na tina de 
electrotransferência, que já continha CAPS 10 mM (pH 11,0) preparado em metanol a 
10%. A electrotransferência decorreu a amperagem constante de 0,75 A, a 4ºC e com 
agitação, durante 90 min.  
As membranas foram depois incubadas em leite magro 5% (p/v) preparado em TBS- 
-T (Tris–HCl 25 mM a pH 7,6, NaCl 150 mM, Tween-20 a 0,1%) durante 2 horas à 
temperatura ambiente, para bloquear a ligação inespecífica dos anticorpos. De seguida, 
foram incubadas com os anticorpos anti-NASE (1:1.000 diluição final), anti-HERED 
(1:500 diluição final) e anti-TED (1:1.000 diluição final), contra as isoformas α1, α2, e α3, 
respectivamente, durante 12 horas a 4ºC. A expressão da actina foi usada como controlo 
para normalizar a quantidade de proteína por linha, pela incubação com o anticorpo 
monoclonal de rato anti-α-actina (1:500 diluição final) durante 2 horas à temperatura 
ambiente. Depois de lavadas com TBS-T com 0,5% de leite magro (p/v), as membranas 
foram incubadas com o anticorpo secundário de anti-coelho e anti-rato IgG (1:20.000 
diluição final) durante 2 horas à temperatura ambiente. 
As proteínas foram visualizadas usando um reagente quimioluminescente (ECF) da 
“Amersham Biosciences” cuja fluorescência foi detectada no Versa Doc “Imaging System 
Model 3000 BioRad”. O sinal de fluorescência foi analisado com o software 
“QuantityOne”. 
 






16. Análise estatística dos dados 
Os resultados apresentados neste trabalho representam a média  o erro padrão da 
média do número de experiências indicado nas legendas das figuras. Os dados foram 
tratados estatisticamente com o programa de computador “Microcal™ Origin 6.0”. A 
significância estatística entre dois grupos foi determinada pelo teste de t de Student e pela 
análise da variância (ANOVA) seguido do teste de Bonferroni. Os valores de p < 0,05 
foram considerados representativos de diferenças estatisticamente significativas. 







III - Resultados 
 






1. Caracterização do modelo experimental 
As vias de exposição do Homem ao alumínio são muito diversificadas. Alguns 
grupos de risco foram já identificados a nível ocupacional (trabalhadores da indústria de 
extracção e transformação do alumínio), clínico (pacientes em hemodiálise) e geográfico 
(habitantes do Guam no oceano Pacífico ocidental, da península de Kii no Japão e da faixa 
ocidental da Nova Guiné). Por outro lado, determinados hábitos de higiene, tais como o 
uso de antitranspirantes e cosméticos, parecem constituir factores de risco acrescido no que 
concerne a exposição ao alumínio. A título indicativo poder-se-á dizer que para a 
população em geral a principal fonte de alumínio é a alimentação, que constitui cerca de 
95% da dose diária de alumínio. Deste modo, a via oral é a forma mais comum de 
exposição ao alumínio e, por conseguinte, a absorção a nível gastrointestinal desempenha 
um papel muito importante na determinação dos níveis de alumínio que se acumulam nos 
tecidos (Miller et al., 1984; Driscoll & Schecher, 1988; Sollars et al., 1989; Domingo et 
al., 1993; Greger, 1993). A biodisponibilidade do alumínio varia de acordo com a forma 
ingerida e com os constituintes da dieta. Embora a fracção de alumínio absorvida seja 
relativamente reduzida, a absorção de alumínio varia com as condições de administração 
(Rodger et al., 1991; Allain et al., 1996).  
Neste trabalho foram utilizados sinaptossomas isolados a partir de córtex cerebral de 
ratos Wistar, machos com um mês de idade e ~250 g de peso, aos quais se administrou, por 
via oral, AlCl3 em requeijão coalhado com sumo de limão, privilegiando-se o protocolo de 
exposição crónica (3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses: 0,03 g AlCl3/dia). A quantidade 
administrada foi estabelecida de acordo com valores previamente descritos como sendo 
capazes de promover neurotoxicidade (Braak & Braak, 1991; Florence et al., 1994; Sarin 
et al., 1997a, b; Kumar, 1998; Deng et al., 2000). 
Os sinaptossomas são fracções subcelulares do tecido nervoso formadas pelos 
terminais nervosos pré-sinápticos intactos, cujas membranas selaram no ponto de conexão 
com o axónio (Bradford, 1975, 1986). Os sinaptossomas constituem um modelo clássico 
em neuroquímica, uma vez que funcionam como “mini-células” metabolicamente 
autónomas (Nicholls, 1989), sendo também um modelo experimental muito usado em 
neurotoxicologia. 






1.1. Protocolo de administração de alumínio 
Dadas as propriedades físico-químicas e as formas de ocorrência do alumínio no 
meio ambiente, parece consensual que a via de exposição mais comum a este metal é a sua 
ingestão tanto na água como em associação com outros alimentos (Miller et al., 1984; 
Driscoll & Schecher, 1988; Sollars et al., 1989; Domingo et al., 1993; Greger, 1993).  
Neste trabalho ambas as alternativas foram ensaiadas no sentido de optimizar a 
administração de AlCl3 aos ratos. Porém, face à incapacidade de controlar 
convenientemente as quantidades diárias, quando disponibilizadas na água fornecida (os 
ratos rejeitaram sistematicamente as soluções de alumínio), optou-se pela preparação de 
requeijão enriquecido em AlCl3 como veículo de administração. Assim, durante os 
períodos de exposição, antes de ser disponibilizada a ração diária, foram fornecidas 
pequenas porções de requeijão aos ratos que as ingeriram avidamente sendo, deste modo, 
possível o controlo das quantidades de AlCl3 administradas. 
Optou-se por mimetizar um efeito crónico, uma vez que está descrito que os efeitos 
neurotóxicos do alumínio são mais severos quando produzidos por doses baixas durante 
um longo período de tempo (Greger, 1993). Assim, a um grupo de ratos foram 
administrados 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses (0,03 g AlCl3/dia) – efeito crónico – e 
ao respectivo grupo controlo, não foi administrado AlCl3. 
Como já foi referido todos os animais tiveram à sua disposição água com HCl a 
0,02% e ração apropriada para ratos “Panlab AO4”. Os conteúdos em alumínio existentes 
na água e na ração foram determinados, respectivamente, por AACG e por ICP. Verificou-
-se que o teor em alumínio da água fornecida foi inferior a 12 g/l (limite de detecção do 




1.2. Avaliação da absorção e eliminação da dose de alumínio 
Regra geral, nos mamíferos, a absorção de alumínio é reduzida, devido às alterações 
de pH dos conteúdos gastrointestinais e à presença de fosfato na dieta (Venugopal & 
Luckey, 1978). Durante a exposição oral, a absorção é condicionada pela natureza química 
do composto de alumínio ingerido, pela presença de outros iões na dieta, bem como pela 
vitamina D e paratormona, entre outras substâncias (ATSDR, 1990). Em contrapartida, os 






compostos de alumínio alteram a absorção de outros elementos no tracto gastrointestinal. 
Por exemplo, o alumínio inibe a absorção de fluoreto e pode diminuir a absorção de 
compostos de cálcio e ferro. Após absorção, o alumínio liga-se principalmente à 
transferrina e, em menor extensão, à albumina (Trapp, 1983; Bertholf et al., 1984; Martin, 
1986). De entre os processos de remoção do alumínio ingerido, destacam-se a eliminação 
nas fezes e a excreção na urina (Greger, 1993). 
Com o objectivo de estudar a absorção, excreção e eliminação do alumínio, foi 
determinada a concentração de alumínio no sangue, urina e fezes dos ratos que receberam 
uma única dose de alumínio. O alumínio foi administrado por via oral, com a ajuda de uma 
sonda, de acordo com o procedimento descrito por Gupta et al. (1986). A quantidade 
administrada foi de 120 mg de AlCl3/kg de peso corporal do rato. 
Os ratos foram mantidos em gaiolas metabólicas individuais, o que permitiu a 
recolha de urina e fezes durante o período experimental. Foram também recolhidas 
amostras de sangue para tubos de ensaio contendo EDTA. Após um jejum de 24 horas 
procedeu-se à administração oral de 0,03 g de AlCl3. As amostras de sangue foram 
colhidas antes e 1, 2, 3 e 4 horas após a ingestão. A urina e as fezes foram recolhidas 
diariamente antes e durante 4 dias após a administração. As amostras foram guardadas a 
4ºC até análise do seu conteúdo em alumínio. As amostras de sangue e urina foram 
analisadas por AACG, enquanto que o conteúdo de alumínio das fezes foi determinado por 
ICP. 
Tal como se pode observar na Figura III.1, a concentração basal de alumínio no 
sangue dos ratos foi de 0,98  0,25 μg Al3+/ml de sangue. A administração oral de 0,03 g 
de AlCl3 alterou a concentração de Al
3+
 no sangue, tendo-se registado um pico de 
concentração máxima de 1,41  0,83 μg Al3+/ml de sangue às 3 horas. 
Na curva de concentração sanguínea, a fase crescente que vai até ao pico de 
concentração máxima reflecte prioritariamente a fase de absorção e disponibilização do 
alumínio aos tecidos, enquanto que a fase decrescente traduz a excreção, eliminação e 
partição do alumínio entre o sangue e outros tecidos. Por conseguinte, a natureza 
transitória do processo, associada à variabilidade inter-individual, ao carácter discreto das 
medições efectuadas e à dose de alumínio não permitiram encontrar qualquer significância 






estatística da diferença entre a média amostral do pico de concentração máxima e as 
demais médias amostrais. No entanto, foi sempre notório o aumento transitório da 
concentração de Al
3+
 no sangue 3 horas após administração. 
 
 
Figura III.1. Concentração de alumínio no sangue. 
A quantidade de alumínio no sangue dos ratos controlo (○-○), ratos aos quais não foi 
administrado alumínio, e dos ratos que receberam 0,03 g de AlCl3 (●-●) foi quantificada 
por AACG antes e após 1, 2, 3 e 4 horas de uma única administração de alumínio. As 
extracções de alumínio das amostras foram efectuadas por adição de TCA a 8% e ácido 
nítrico 0,2 N. Os valores são apresentados como a média  o erro padrão da média de 3 
determinações independentes. 
 
Nas nossas condições experimentais, a administração de 0,03 g de AlCl3 não 
modificou a micção. Tal como se pode observar na Figura III.2 o volume total de urina 
excretado pelos ratos controlo durante cinco dias foi de 33,9 ± 4,5 ml. De forma similar, os 
ratos que ingeriram 0,03 g de AlCl3 excretaram um volume total de urina de 35,9 ± 3,0 ml, 






nos cinco dias de experiência. No gráfico incluso da Figura III.2 está representado o 
volume de urina excretada diariamente, sendo, em média, para os ratos do grupo controlo 
























































Figura III.2. Efeito da administração de alumínio no volume de urina. 
A urina de ratos aos quais foram administrados 0,03 g de AlCl3 (Alumínio ) foi recolhida 
diariamente ao longo de cinco dias. Paralelamente, foi mantido um grupo de ratos controlo, 
aos quais não foi administrada nenhuma substância (Controlo ) e cuja urina foi também 
recolhida. O gráfico incluso representa o volume de urina excretado diariamente pelos 
animais das duas condições experimentais: Controlo (○-○) e Alumínio (●-●). Os valores 
são apresentados como a média  o erro padrão da média de 3 determinações 
independentes. 
 
De acordo com as quantificações de alumínio efectuadas na urina dos ratos controlo, 
os níveis basais de alumínio foram da ordem dos 0,08  0,01 μg Al3+/ml de urina Figura 
III.3.A). 








Figura III.3. Excreção de alumínio na urina. 
O alumínio foi quantificado por AACG em urina de ratos controlo, aos quais não foi 
administrado alumínio (○-○; Controlo) e em urina de ratos aos quais foram administrados 
0,03 g de AlCl3 (●-●; Alumínio). Painel A: Concentração de alumínio expressa em μg de 
Al
3+
/ml de urina recolhida diariamente. Painel B: Quantidade de alumínio na urina 
recolhida ao longo dos cinco dias expressa em μg de Al3+ na urina*5 dias. Os valores são 
apresentados como a média  o erro padrão da média de 3 determinações independentes. 
**p < 0,02. 
A 
B 






Após a administração oral de 0,03 g de AlCl3, registou-se um pico de excreção de 
alumínio (0,25  0,04 μg Al3+/ml de urina) no primeiro dia após a administração, 
retornando ao valor basal no segundo dia (Figura III.3.A). O Painel B da Figura III.3 
representa a quantidade total de alumínio excretada nos cinco dias de experiência, que foi 
significativamente superior na urina dos ratos que ingeriram 0,03 g de AlCl3. De facto, 
verificou-se um incremento de ~52% (2,50  0,27 μg Al3+ versus 3,79  0,26 μg Al3+) na 
quantidade total de alumínio excretada. 
Com o objectivo de estudar a eliminação de alumínio pela via intestinal, as fezes dos 
ratos controlo e dos ratos que ingeriram 0,03 g de AlCl3 foram recolhidas e o seu conteúdo 
em alumínio foi quantificado. 
Verificou-se que esta ingestão não modificou a quantidade total de fezes eliminadas 
ao longo do período experimental (cinco dias) (Figura III.4). De facto, a defecação dos 
ratos controlo foi de 29,8 ± 9,0 g de fezes, enquanto que a dos ratos que ingeriram 
alumínio foi de 24,9 ± 1,9 g. A quantidade de fezes eliminadas diariamente pelos ratos nas 
duas condições experimentais também não foi alterada (gráfico incluso da Figura III.4). 
De acordo com as quantificações de alumínio nas fezes dos ratos controlo, os níveis 
de alumínio foram da ordem dos 98,8  9,2 μg Al3+/g de fezes. A ingestão de 0,03 g de 
AlCl3 originou um pico de eliminação de alumínio (474,3  45,3 μg Al
3+
/g de fezes) no 
primeiro dia após a administração, retornando ao valor basal (93,0  27,8 μg Al3+/g de 
fezes) no terceiro dia (Figura III.5.A). A quantidade total de alumínio eliminada pelos ratos 
controlo e pelos ratos que ingeriram AlCl3 foi respectivamente 2.888,9  975,0 μg Al
3+
 e 
4.774,0  483,2 μg Al3+ (Figura III.5.B), correspondendo a um incremento de ~65%. 




















































Figura III.4. Efeito da administração de alumínio na quantidade de fezes. 
As fezes de ratos aos quais foram administrados 0,03 g de AlCl3 (Alumínio ) foram 
recolhidas diariamente ao longo de cinco dias. Paralelamente, foi mantido um grupo de 
ratos controlo, aos quais não foi administrado alumínio (Controlo ) e cujas fezes foram 
também recolhidas. O gráfico incluso representa a quantidade de fezes eliminadas 
diariamente pelos animais das duas condições experimentais: Controlo (○-○) e Alumínio 
(●-●). Os valores são apresentados como a média  o erro padrão da média de 3 
determinações independentes.  








Figura III.5. Quantidade de alumínio eliminado nas fezes.  
O alumínio foi quantificado por ICP nas fezes de ratos controlo, aos quais não foi 
administrado alumínio (○-○) e nas fezes de ratos aos quais foram administrados 0,03 g de 
AlCl3 (●-●). Painel A: Concentração de alumínio expressa em μg Al
3+
/g de fezes (em base 
seca) recolhida diariamente. Painel B: Quantidade de alumínio eliminada pelas fezes 
durante cinco dias por ratos controlo (Controlo ) e por ratos aos quais foi administrado 
AlCl3 (Alumínio ). Os valores são apresentados como a média  o erro padrão da média 
de 3 determinações independentes. ****p < 0,001 e ***p < 0,01. 
A 
B 






1.3. Avaliação do peso corporal 
Tal como referido anteriormente, neste trabalho foram utilizados ratos Wistar, 
machos com um mês de idade e ~250 g de peso, aos quais se administrou, por via oral, 
AlCl3 em requeijão coalhado com sumo de limão, privilegiando-se o protocolo de 
exposição crónica (3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses). O período experimental alargado 
e a faixa etária dos ratos permitiram quantificar com rigor o efeito da exposição a alumínio 




























Figura III.6. Efeito da exposição crónica a alumínio no peso corporal.  
Os ratos controlo (Controlo) e os expostos diariamente a 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses 
(Alumínio) foram pesados no início do período experimental e após os 4 meses de 
exposição. Os valores são apresentados como a média  o erro padrão da média de 18 
determinações independentes.  
 
O peso corporal está sujeito a controlo por mecanismos metabólicos, hormonais e 
homeostáticos (Kennedy, 1969) e, por conseguinte, a sua alteração permite monitorizar 






alterações fisiológicas associadas à toxicidade sistémica e pode ser útil para determinar a 
contribuição relativa da toxicidade geral dum composto (WHO, 2001). 
No início da experiência os ratos pesavam 249,0 ± 5,8 g e esse peso foi aumentado 
nos ratos controlo para 389,1 ± 9,0 g, correspondendo a um ganho de peso ao longo de 4 
meses de cerca de ~140 g. De forma similar o peso dos ratos expostos in vivo a AlCl3 
aumentou para 377,5 ± 5,6 g, correspondendo a um ganho de peso de ~130 g (Figura III.6). 
Por conseguinte, a administração diária, por via oral, de 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses 
não modificou significativamente o peso corporal nem o seu incremento ao longo do 
tempo. 
1.4. Avaliação do comportamento 
Actualmente existem baterias de testes comportamentais desenvolvidas para avaliar 
competências gerais e específicas do sistema nervoso, que foram validadas utilizando 
agentes neurotóxicos bem caracterizados (IPCS, 1986; Cory-Slechta, 1989; Tilson, 1990; 
Tilson et al., 1997). O comportamento reflecte a integração de várias componentes 
funcionais do sistema nervoso. As alterações de comportamento podem surgir a partir do 
efeito directo de um tóxico no sistema nervoso ou em consequência do seu efeito noutros 
sistemas fisiológicos (WHO, 2001). Em qualquer dos casos, os testes comportamentais são 
extremamente úteis na detecção precoce de alterações fisiológicas produzidas por agentes 
tóxicos (Tilson & Cabe, 1978). 
Nas nossas condições experimentais, durante a administração in vivo de 0,03 g/dia de 
AlCl3 durante 4 meses não foram registados episódios convulsivos, de tremor ou paralisia, 
bem como não foram notadas alterações na ingestão de alimento e água. Tal como referido 
anteriormente, também não ocorreu qualquer alteração significativa ao nível do ganho de 
peso corporal, que, por seu turno, pode ser considerado como parâmetro de avaliação 
comportamental numa fase primária. 
No final do período de exposição a alumínio, foram efectuados testes mais 
específicos para avaliação inicial da motórica e funções cognitivas, nomeadamente o teste 
em campo aberto e o teste de evitamento passivo. Estes testes têm sido usados para avaliar 
o efeito agudo e crónico de neurotóxicos (MacTutus et al., 1982; MacPhail et al., 1989; 
Shaughnessy et al., 1994). 






As actividades exploratórias e locomotoras foram medidas no teste em campo aberto, 
tendo sido quantificados os movimentos verticais de “rearing”, os movimentos horizontais 
periféricos e centrais e a defecação (Tabela III.1). Estes parâmetros, na sua globalidade, 
permitem analisar o comportamento emocional, nomeadamente a reactividade, a ansiedade 
e a habituação à novidade. 
Tabela III.1. Efeito da exposição crónica a alumínio no desempenho no teste em 
campo aberto. 
 Controlo 
Exposição in vivo 
a AlCl3 
F ; P 
Actividade exploratória 
(nº de “rearings”) 
5,0 ± 1,7 5,0 ± 1,6 0,00 ; 1,00 
Actividade locomotora periférica 
(nº de linhas atravessadas na periferia) 
10,3 ± 4,8 10,1 ± 4,4 0,06 ; 0,81 
Actividade locomotora central 
(nº de linhas atravessadas no centro) 
0,7 ± 0,3 0,3 ± 0,3 0,06 ; 0,81 
Defecação 
(nº de defecações) 
3,0 ± 0,6 2,3 ± 0,8 0,14 ; 0,72 
Os ratos controlo (Controlo) e os expostos diariamente a 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses 
(Exposição in vivo a AlCl3) foram testados em “campo aberto”. O número de linhas 
atravessadas pelos ratos em cada sessão de 5 min, na zona periférica ou na zona central do 
“campo aberto” representam respectivamente a “Actividade periférica” e a “Actividade 
central”. Os valores são apresentados como a média  o erro padrão da média de 7 
determinações independentes. 
 
No teste em campo aberto, o rato que exibe níveis superiores de actividade 
locomotora periférica, permanece mais tempo imóvel ou defeca mais é considerado mais 
“ansioso/emotivo” que aquele que possui actividade locomotora central superior. Durante a 
sessão experimental de 5 min, os ratos controlo executaram 5,0 ± 1,7 “rearings”, cruzaram 
as linhas da zona periférica 10,3 ± 4,8 vezes e as de zona central 0,7 ± 0,3 vezes e 
efectuaram 3,0 ± 0,6 defecações. Nas mesmas condições, os ratos que tinham ingerido 
diariamente 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses executaram 5,0 ± 1,6 “rearings”, cruzaram as 
linhas da zona periférica 10,1 ± 4,4 vezes e as de zona central 0,3 ± 0,3 vezes e efectuaram 
2,3 ± 0,8 defecações. Em suma, no teste em campo aberto não foram detectados quaisquer 






indícios de alteração comportamental provocada pelo protocolo de exposição crónica a 
alumínio usado neste trabalho. 
O teste de evitamento passivo foi utilizado para despistagem de alteração de 
processos cognitivos (aprendizagem e memória). Apesar da complexidade inerente à 
avaliação destes parâmetros, o referido teste tem sido considerado bastante profícuo em 
neurotoxicologia (Lukoyanov & Andrade, 2000; Vallée et al., 2001; Colomina et al, 2002; 
Luo et al., 2003 Parle & Dhingra, 2003). O procedimento adoptado incluiu uma sessão de 
pré-teste para determinação da latência inicial de resposta e aplicação de reforço negativo 
(choque eléctrico) e uma sessão de teste de retenção, após 24 horas, para determinação da 
latência subsequente de resposta. 
No protocolo de extinção de evitamento passivo usado, o rato que ostenta valores de 
latência subsequente de resposta (sessão de teste de retenção) superiores aos registados de 
latência inicial de resposta (sessão de pré-teste) é considerado como possuindo a faculdade 
de reter informação (memória retentiva e aprendizagem). O desempenho neste tipo de teste 
é influenciado por inúmeros factores adicionais, tais como a integridade da actividade 
motora, a sensibilidade ao estímulo utilizado como reforço negativo, o grau de habituação 
ao ambiente do teste. 
Durante o pré-teste não foram observadas quaisquer diferenças significativas no 
desempenho dos ratos controlo e aqueles que tinham ingerido diariamente 0,03 g de AlCl3 
durante 4 meses (Tabela III.2). 
Todos os ratos mostraram preferência acentuada pelo compartimento inferior, não 
demorando mais do que 16,0 s (ratos controlo) e 18,9 s (ratos expostos a AlCl3) a 
abandonar a plataforma de madeira. O valor de latência inicial de resposta foi de, 
respectivamente, 9,0 ± 2,8 s e de 10,3 ± 1,2 s para o grupo controlo e para o grupo de 
exposição, sugerindo uniformidade entre os dois grupos no que concerne os aspectos 
emocionais, motivacionais e de actividade motora, avaliada anteriormente no teste em 
campo aberto (Tabela III.1). 
Durante a sessão de teste de retenção, a extinção de evitamento passivo dos ratos 
controlo foi superior à do grupo exposto a AlCl3. O valor médio de latência subsequente de 






Tabela III.2. Efeito da exposição crónica a alumínio no desempenho no teste de 
evitamento passivo. 
 Controlo 
Exposição in vivo 
a AlCl3 
F ; P 
Pré-teste 
Latência inicial de resposta (s) 
26,1 ± 8,2 26,8 ± 10,5 0,001; 0,967 
Teste de retenção 
Latência subsequente de resposta 
(s) 
90,3 ± 57,7 202,7 ± 50,1 1,693; 0,229 
Os ratos controlo (Controlo) e os expostos diariamente a 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses 
(Exposição in vivo a AlCl3) foram avaliados durante a sessão de pré-teste três vezes 
consecutivas, sendo a última acompanhada de descarga eléctrica (1 mA) e uma vez, 
decorridas 24 horas, durante a sessão de teste de retenção (tempo limite de 300 s). Foi 
determinado o tempo, em segundos, que o rato demorou a descer da plataforma de madeira 
para a grelha com as quatro patas, durante o pré-teste (latência inicial de resposta) e 
durante o teste de retenção (latência subsequente de resposta). Os valores são apresentados 
como a média  o erro padrão da média de 7 determinações independentes.  
 
resposta foi de 90,3 ± 57,7 s para o grupo controlo e o tempo máximo de permanência na 
plataforma superior foi de 202,0 s. No entanto, 4 dos 7 ratos pertencentes ao grupo de 
exposição ficaram no compartimento “seguro”, plataforma superior, até ao tempo limite do 
teste de retenção (300 s). Consequentemente, o valor médio de latência subsequente de 
resposta foi de 202,7 ± 50,1 s para os ratos que tinham ingerido diariamente 0,03 g de 
AlCl3 durante 4 meses. 
Em suma, o protocolo de exposição crónica a alumínio usado neste trabalho não 
provocou qualquer défice no desempenho no teste de evitamento passivo. No protocolo 
usado, a aprendizagem/memória do “medo” foi provocada por uma única exposição a um 
curto choque eléctrico 24 horas antes do teste de retenção, não tendo sido efectuada 
avaliação da sensibilidade à dor provocada nos dois grupos de ratos. Por conseguinte, o 
alongamento da extinção do comportamento de evitamento passivo registado pode não 
espelhar um melhoramento das competências de aprendizagem/memória, mas reflecte, 
inequivocamente, uma alteração comportamental indicativa de neurotoxicidade induzida 
pelo protocolo de exposição crónica a alumínio usado neste trabalho. Acresce referir que 
durante o manuseamento foi observado que os ratos expostos a alumínio são mais 






“medrosos” do que os ratos controlo, evitando o tratador, eriçando o pêlo e demonstrando 
agressividade durante o contacto físico. 
1.5. Acumulação de alumínio nos terminais nervosos 
Análises post-mortem realizadas em indivíduos portadores da Doença de Alzheimer 
mostraram que a quantidade de alumínio no cérebro eram bastante elevadas (Wills & 
Savory, 1988; Meiri et al., 1993). Por outro lado, foram encontrados tranças neurofibrilares 
em indivíduos que sofreram de encefalopatia induzida por alumínio (Wills & Savory, 
1988; Meiri et al., 1993). Apesar da via de exposição influenciar a distribuição e 
acumulação de alumínio nos diferentes órgãos, parece consensual considerar que as 
concentrações mais elevadas deste elemento se encontram nos ossos, no fígado, nos 
testículos, nos rins e no cérebro (Venugopal & Luckey, 1978). A retenção do alumínio no 
tecido ósseo é mais prolongada do que nos tecidos moles. No entanto, Yumoto e 
colaboradores (2003) mostraram que o período de prevalência do alumínio no tecido 
nervoso é bastante alargado. 
Com o objectivo de verificar se o protocolo de administração de alumínio utilizado 
produzia acumulação adicional de alumínio nos terminais nervosos, procedeu-se à 
quantificação deste ião em sinaptossomas isolados a partir do córtex cerebral de ratos 
pertencentes ao grupo controlo e ao grupo de exposição por AACG. 
Da análise dos resultados apresentados na Figura III.7, referente às quantificações de 
alumínio nos sinaptossomas isolados a partir de córtex cerebral de ratos controlo e de ratos 
expostos cronicamente a alumínio, foi possível constatar que a administração oral de 
alumínio produziu acumulação significativa deste metal. Por conseguinte, o estudo 
efectuado revelou que o protocolo desenvolvido para a administração oral de alumínio aos 
ratos era adequado, na medida em que promoveu um enriquecimento em alumínio dos 
sinaptossomas de cerca de 60%. O enriquecimento em alumínio dos sinaptossomas após a 
administração in vivo de 0,03 g de AlCl3/dia durante 4 meses foi de ~7 ng Al
3+
/mg de 
proteína relativamente à condição controlo, evidenciando a eficiência conjunta das 
barreiras gastrointestinal e hematoencefálica, bem como dos processos de eliminação no 
rato, demonstrada anteriormente (Figuras III.3 e III.5). Considerando o volume médio dos 
sinaptossomas igual a 3,2 µl/mg de proteína (Scott & Nicholls, 1980), as variações dos 






níveis de alumínio registadas podem corresponder a um aumento da sua concentração total 







































Figura III.7. Efeito da exposição crónica a alumínio no conteúdo em alumínio dos 
sinaptossomas. 
O alumínio retido nos sinaptossomas foi quantificado por AACG. A branco estão 
representadas as quantificações nos sinaptossomas isolados a partir de córtex cerebral de 
ratos controlo e a preto de ratos que ingeriram diariamente 0,03 g de AlCl3 durante 4 
meses. As extracções de alumínio das amostras foram efectuadas por adição de TCA a 8% 
e ácido nítrico 0,2 N. Os valores são apresentados como a média  o erro padrão da média 
de 3 a 7 determinações independentes. ***p < 0,01. 
 
Os terminais nervosos parecem constituir locais privilegiados de acumulação de 
alumínio. Na realidade, mesmo nas situações controlo os níveis nos sinaptossomas foram 
da ordem dos 10-11 ng Al
3+
/mg de proteína (Figura III.7), enquanto que nos 
homogeneizados totais de cérebro não ultrapassaram os 2-3 ng Al
3+
/mg de proteína (Figura 
III.8). Da análise dos resultados apresentados na Figura III.8, referentes às quantificações 
de alumínio no grupo controlo e no grupo de exposição, constatou-se que a administração 
oral de alumínio aumentou significativamente a concentração de alumínio nos rins, 






duplicando o seu valor. Esta observação reforça a importância da via renal na excreção de 
alumínio (Figura III.3).  
Por outro lado, não foi observado qualquer aumento da concentração de alumínio no 
fígado e no coração, sendo os valores, respectivamente, de ~1 e 4 ng Al
3+
/mg de proteína 
para o grupo controlo, e de ~2 e 4 ng Al
3+
/mg de proteína para o grupo de exposição. No 
homogeneizado de cérebro total não se observou qualquer aumento do conteúdo em 






































Figura III.8. Efeito da exposição crónica a alumínio na acumulação de alumínio nos 
tecidos. 
O alumínio contido nos homogeneizados totais de fígado, rim, coração e cérebro foi 
quantificado por AACG. A branco estão representadas as quantificações nos ratos controlo 
e a preto nos ratos que ingeriram diariamente 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses. As 
extracções de alumínio das amostras foram efectuadas por adição de TCA a 8% e ácido 
nítrico 0,2 N. Os valores são apresentados como a média  o erro padrão da média de 3 a 7 
determinações independentes. *p < 0,05 e ***p < 0,01. 
 
 






1.6. Caracterização ultra-estrutural dos sinaptossomas 
Como se pode verificar na Figura III.9.A, os sinaptossomas isolados a partir de ratos 
controlo são constituídos, essencialmente, por vesículas de membrana singela, bem 
definida, e o seu interior apresenta-se compacto, sendo facilmente identificadas as 
vesículas sinápticas e mitocôndrias. Nas referidas preparações também se constatou a 
presença de contaminações, nomeadamente de estruturas multilamelares compactas, as 
bainhas de mielina e mitocôndrias extrasinaptossomais. A organização estrutural descrita, 
que corresponde à aparência característica de fracções sinaptossomais apresentadas por 
outros investigadores (Hajós, 1975), não se revelou modificada após os ensaios de 
toxicidade crónica. Quando observados ao microscópio electrónico de transmissão, os 
sinaptossomas isolados a partir de córtex cerebral de ratos aos quais foi administrado AlCl3 
(0,03 g/dia) durante 4 meses não apresentaram alterações ultra-estruturais significativas 
(Figura III.9.B). 
1.7. Integridade da membrana plasmática dos sinaptossomas 
Com o objectivo de estudar o efeito da exposição crónica oral a alumínio na 
integridade da membrana plasmática dos sinaptossomas, foi avaliada a libertação da LDH 
para o meio de incubação. A LDH é uma enzima presente no citosol dos sinaptossomas, 
pelo que o aumento da sua actividade no meio de incubação dos sinaptossomas é indicativo 
de diminuição da integridade da membrana plasmática (Vassault, 1983; Koh & Choi, 1988; 
Pawels et al., 1989). 
A análise efectuada permitiu constatar que não ocorreram alterações significativas na 
libertação de LDH pelos sinaptossomas isolados a partir de córtex cerebral de ratos 
expostos in vivo a alumínio (4,18  1,57%) relativamente aos sinaptossomas obtidos a 
partir do grupo controlo (3,59  1,29%) (Tabela III.3). 







Figura III.9. Efeito da exposição crónica a alumínio na ultra-estrutura sinaptossomal.  
As amostras foram fixadas em glutaraldeído a 3% e solução de Dalton, impregnadas em 
epon e contrastadas com acetato de uranilo a 2% e citrato de chumbo (segundo Reynolds). 
Microfotografias por microscopia electrónica de transmissão de sinaptossomas isolados a 
partir de córtex cerebral de ratos controlo (A) e de ratos que ingeriram diariamente 0,03 g 










Tabela III.3. Efeito da exposição crónica a alumínio na integridade da membrana 
sinaptossomal medida pela libertação da LDH. 
 
Libertação da LDH  
(%) 
Actividade da LDH  
(U/ mg de proteína) 
Controlo 3,59 ± 0,45 0,018 ± 0,005 
Exposição in vivo a AlCl3 4,18 ± 0,46 0,018 ± 0,006 
A quantificação da actividade da LDH foi efectuada em sobrenadantes de sinaptossomas 
isolados de ratos controlo (Controlo) e de ratos que receberam 0,03 g/dia de AlCl3 durante 
4 meses (Exposição in vivo a AlCl3). Os valores são apresentados como a média  o erro 
padrão de 6 determinações independentes. 
 
Quando a medição da actividade do marcador citosólico foi efectuada em 
sobrenadantes preparados por centrifugação de sinaptossomas lisados, os valores da 
actividade de LDH foram 0,018  0,005 U/mg proteína (grupo controlo) e 0,018  0,006 
U/mg proteína (grupo de exposição). Por conseguinte, a taxa de libertação da LDH por 
sinaptossomas provenientes de ratos expostos a alumínio foi semelhante à observada nos 
sinaptossomas controlo, indicando que a integridade da membrana plasmática não foi 
modificada pelo protocolo de administração de alumínio adoptado. 
1.8. Fluidez da membrana plasmática dos sinaptossomas 
Partindo do princípio que o alumínio não afecta a integridade da membrana 
plasmática sináptica foi investigada a acção do alumínio na fluidez da membrana, uma vez 
que esta propriedade é extremamente importante para o normal funcionamento das 
proteínas integrais e periféricas da membrana plasmática (Kimelberg & Papahadjopoulos, 
1972; Silvius & McEhhaney, 1982).  
A Figura III.10 mostra que a administração in vivo de alumínio reduziu ~8% a 
anisotropia de fluorescência do DPH incorporado na membrana sinaptossomal (0,21  
0,002 versus 0,19  0,003), indicando uma fluidificação das regiões hidrofóbicas da 
membrana  durante o  tratamento  com  alumínio.  De forma similar, a  exposição crónica a 
alumínio também induziu um aumento da fluidez da região hidrofílica, uma vez que a 
anisotropia de fluorescência do TMA-DPH diminui ~37% (0,19  0,01 versus 0,12  0,01).  






Assim, o protocolo de exposição crónica oral a alumínio produziu uma alteração 
significativa do estado global da matriz lipídica da membrana plasmática sináptica tanto na 
































Figura III.10. Efeito da exposição crónica a alumínio na fluidez da membrana 
plasmática dos sinaptossomas. 
As alterações de fluidez foram quantificadas em sinaptossomas isolados a partir de córtex 
cerebral de ratos, cuja dieta não continha alumínio adicionado (Controlo ) e de ratos aos 
quais foram administrados diariamente 0,03 g de AlCl3 (Alumínio ) ao longo de 4 meses. 
As alterações da fluidez de membranas ao nível da região hidrofóbica e hidrofílica foram 
quantificadas pela anisotropia de fluorescência das sondas DPH (DPH) e TMA-DPH 
(TMA-DPH), respectivamente. As amostras de sinaptossomas (0,125 mg/ml), foram 
incubadas a 30ºC, com DPH 2 M durante 15 min ou com TMA-DPH 2 M durante 5 
min. Os resultados são apresentados como a média  o erro padrão da média de 9 
determinações independentes. ****p < 0,001. 






1.9. Nucleótidos de adenina nos sinaptossomas 
Para caracterizar o estado metabólico e/ou energético dos sinaptossomas, 
quantificaram-se os nucleótidos de adenina (ATP, ADP e AMP) endógenos, dado o seu 
papel central na regulação e integração do metabolismo celular. Os nucleótidos de adenina 
proporcionam substratos “prontos a usar” nas actividades celulares, e os seus níveis são 
mantidos por um balanço entre a produção e degradação por reacções enzimáticas 
específicas. O balanço entre os nucleótidos de adenina possibilita calcular o potencial de 
carga energética adenílica (ECP) que, por seu turno, oferece informação relativa à energia 
potencialmente disponível a partir do sistema adenílico para os processos celulares. 
Os nucleótidos de adenina dos sinaptossomas foram quantificados por HPLC em 
extractos preparados com ácido perclórico (Tabela III.4). 
Tabela III.4. Efeito da exposição crónica a alumínio no equilíbrio energético nos 
sinaptosomas. 
 ATP/ADP ECP 
Controlo  3,42 ± 0,73 0,52 ± 0,01 
Exposição in vivo a AlCl3 2,82 ±0,40 0,55 ± 0,01 
A quantificação dos nucleótidos de adenina foi realizada por HPLC em extractos de 
sinaptossomas isolados a partir de ratos controlo (Controlo) e a partir de ratos que 
receberam 0,03 g/dia de AlCl3 durante 4 meses (Exposição in vivo a AlCl3). ECP 
representa o potencial de carga energética adenílica [Equação 1]. Os valores são 
apresentados como a média  o erro padrão de 2 a 6 determinações independentes. 
 
A exposição a alumínio não alterou o conteúdo sinaptossomal em nucleótidos de 
adenina. O ATP representou 44,8% e 45,2% de conteúdo total em nucleótidos para o 
controlo e para sinaptossomas isolados a partir de ratos expostos a alumínio, 
respectivamente. Os valores da razão ATP/ADP e de ECP, que reflectem a fracção molar 
de ligação de elevada energia (Hardie & Hawley, 2001) mantiveram-se constantes. 
Em suma, a análise dos nucleótidos de adenina endógenos revelou que ambas as 
preparações sinaptossomais, a isolada a partir do grupo controlo e a isolada a partir do 
grupo de exposição, são energeticamente competentes e possuem níveis de ATP/ADP 






similares. Da mesma forma, a exposição a alumínio também não induziu alterações do 
valor de conteúdo total em nucleótidos, sugerindo que o protocolo de exposição crónica 
oral a alumínio não comprometeu a integridade estrutural dos sinaptossomas, avaliada 
anteriormente no teste da libertação da LDH (Tabela III.3). 
1.10. Balanço prooxidante-antioxidante nos sinaptossomas 
Os iões de alumínio possuem valência fixa, não induzindo, por si só, stress oxidativo. 
No entanto, a presença de alumínio aumenta a extensão da peroxidação lipídica nos 
sistemas biológicos tanto in vivo como in vitro (Halliwell, 1991). 
Os aminoácidos que constituem as proteínas são susceptíveis de serem atacados por 
agentes oxidantes. Durante a sua oxidação ocorre, entre outras alterações, a formação de 
grupos carbonilo, cuja quantificação é usada como marcador da progressão da oxidação 
proteica (Stadtman, 1993). Por outro lado, é comum a existência de grupos sulfidrílo (SH) 
reactivos nos resíduos de cisteína que integram as cadeias polipeptídicas das proteínas. 
Estes grupos podem ser oxidados, formando dissulfidos. As modificações operadas por 
agentes oxidantes nos grupos SH reactivos podem produzir alterações profundas ao nível 
da estrutura e função das proteínas, em virtude do seu papel determinante no 
estabelecimento da estrutura das proteínas, na catálise e nos sistemas antioxidantes 
celulares. Por conseguinte, foram quantificados os grupos carbonilo e os grupos SH como 
indicadores da ocorrência de modificações oxidativas das proteínas, em sinaptossomas 
isolados a partir de córtex cerebral de ratos controlo e de ratos expostos in vivo a AlCl3. 
Relativamente aos níveis dos grupos carbonilo foi observada uma diminuição 
significativa (~60%) destes grupos nos sinaptossomas isolados a partir de córtex cerebral 
de ratos expostos in vivo a AlCl3 (Figura III.11). Este resultado parece indicar que a 
exposição a alumínio causou um desequilíbrio acentuado no balanço prooxidante-              
-antioxidante, incompatível com o aumento do grau de oxidação das proteínas 
sinaptossomais. 
A Figura III.12 apresenta a reacção do DTNB com os grupos sulfidrílo presentes nos 
sinaptossomas isolados a partir de ratos pertencentes ao grupo controlo e ao grupo de 
exposição ao longo do tempo. Nos primeiros 10 min observou-se uma diferença acentuada 
na progressão da reacção entre as duas preparações, porém a quantidade total de 






tionitrobenzoato produzido ao fim de 60 minutos de reacção não foi significativamente 
alterada. Deste modo, os resultados parecem indicar que a exposição in vivo a alumínio 
provocou uma maior exposição dos grupos SH, tornando-os mais acessíveis a DTNB. 
Em virtude dos grupos carbonilo e SH terem sido quantificados em sinaptossomas e 
não em extractos proteicos, estes resultados devem ser interpretados apenas como 












































Figura III.11. Efeito da exposição crónica a alumínio no conteúdo em grupos 
carbonilo dos sinaptossomas. 
Os sinaptossomas (1 mg proteína) isolados a partir de córtex cerebral de ratos, cuja dieta 
não continha alumínio adicionado (Controlo ) e de ratos aos quais foram administrados 
diariamente 0,03 g de AlCl3 (Alumínio ) ao longo de 4 meses, foram incubados durante 
60 min com DNPH 10 mM em HCl 2 M, à temperatura ambiente. As reacções foram 
finalizadas pela adição de TCA a 20% a 4ºC e as alterações de absorvância foram 
registadas a 360 nm num espectrofotómetro. A concentração dos grupos carbonilo nos 
sinaptossomas foi calculada considerando o valor do coeficiente de absorção molar da 2,4-




). Os valores são apresentados como a média  o 
erro padrão de 6 determinações independentes. **** p < 0,001. 







Figura III.12. Efeito da exposição crónica a alumínio no conteúdo em grupos SH dos 
sinaptossomas.  
Os sinaptossomas (0,1 mg proteína/ml) isolados a partir de córtex cerebral de ratos, cuja 
dieta não continha alumínio adicionado (○-○) e de ratos aos quais foram administrados 
diariamente 0,03 g de AlCl3 (●-●) ao longo de 4 meses, foram incubados a 35ºC num meio 
contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 10 mM, EGTA 100 M e HEPES-Na 10 mM 
(pH 7.4). As reacções foram iniciadas pela adição de DTNB 600 M e as alterações de 
absorvância foram registadas ao longo de 60 min, a 412 nm, num espectrofotómetro em 
regime de duplo feixe, tal como descrito previamente. A concentração dos grupos SH nos 
sinaptossomas foi calculada considerando o valor do coeficiente decimal de absorção 




). Os valores são apresentados como a 
média  o erro padrão de 6 determinações independentes. **** p < 0,001. 
 














, e é inibida especificamente por ubaína. 




)ATPase de sinaptossomas, 
previamente congelados em azoto líquido e descongelados à temperatura ambiente. 










)ATPase dos sinaptossomas isolados a 





)ATPase dos sinaptossomas isolados a partir do grupo que recebeu 
0,03 g/dia de AlCl3 durante 4 meses foi 128,9  5,2 nmoles Pi/min/mg de proteína. 
O estudo efectuado revelou que o protocolo desenvolvido para a administração oral 
de alumínio aos ratos (0,03 g de AlCl3/dia durante 4 meses) induz um efeito inibitório 




)ATPase, quando medida em sinaptossomas 



























































)ATPase foi medida em sinaptossomas isolados a partir de córtex 
cerebral de ratos, cuja dieta não continha alumínio adicionado (Controlo ) e de ratos aos 
quais foram administrados diariamente 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses  (Alumínio ). As 
reacções decorreram a 35ºC em 1 ml de meio de reacção (NaCl 128 mM, KCl 5 mM, 
MgCl2 3 mM, EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM a pH 7,4) na presença de 0,1 mg de 
proteína. A reacção foi iniciada pela adição de Mg-ATP 1 mM. A actividade assim medida 





)ATPase foi determinada considerando a diferença entre a ATPase total e basal. 
Os resultados são apresentados como a média  o erro padrão da média de 6 determinações 
independentes. ****p < 0,001. 






1.12. Acumulação do ácido γ-aminobutírico pelos sinaptossomas 
O GABA é um aminoácido que desempenha a função de neurotransmissor, sendo 
considerado o principal neurotransmissor inibitório no sistema nervoso central dos 
mamíferos adultos (Krnjevic, 1970). O transporte de GABA através da membrana pré-       
-sináptica dos terminais nervosos é principalmente assegurado pelo transportador de alta 
afinidade e depende do gradiente electroquímico de Na
+
 (transporte activo secundário). 
Este sistema de transporte é extremamente importante na transmissão GABAérgica, pois 
participa na remoção do neurotransmissor da fenda sináptica, na manutenção do gradiente 
transmembranar de GABA e na sua libertação para a fenda sináptica em determinadas 
condições fisiológicas e patofisiológicas. O transporte de GABA através da membrana pré-
-sináptica dos terminais nervosos partilha algumas propriedades com outros sistemas de 
transporte de neurotransmissores, nomeadamente a dependência energética do gradiente 
electroquímico de Na
+
 e ser mediado por proteínas integrais da membrana plasmática. 
No presente trabalho, analisou-se o transporte de GABA por sinaptossomas isolados 
a partir de córtex cerebral de ratos pertencentes ao grupo controlo e de ratos do grupo de 
exposição (Figura III.14), com o objectivo de avaliar o impacto das alterações da fluidez de 




)ATPase (Figura III.13) no 
funcionamento dos sistemas de transporte activo secundário de neurotransmissores ao nível 
dos terminais nervosos pré-sinápticos. 
A Figura III.14 representa a acumulação, ao longo do tempo, de GABA por 
sinaptossomas isolados a partir do córtex cerebral de ratos pertencentes ao grupo controlo e 
de ratos do grupo de exposição. A quantidade de GABA acumulada pelos sinaptossomas 
aumentou gradualmente ao longo do tempo até atingir um valor máximo da ordem dos 325 
pmol de GABA/mg de proteína. Verificou-se que a administração diária de 0,03 g de AlCl3 
durante 4 meses não modificou significativamente a acumulação de GABA pelos 
sinaptossomas nas condições experimentais utilizadas. 









































Figura III.14. Efeito da exposição crónica a alumínio na acumulação de GABA por 
sinaptossomas. 
A acumulação de GABA foi quantificada em sinaptossomas isolados a partir de córtex 
cerebral de ratos, cuja dieta não continha alumínio adicionado (Controlo ○-○) e de ratos 
aos quais foram administrados diariamente 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses (Alumínio ●-
●). Os sinaptossomas (0,5 mg de proteína/ml) foram adicionados ao meio de reacção 
contendo [
3
H]GABA 0,5 M, MgCl2 1,2 mM, NaCl 128 mM, KCl 5 mM, AOAA 10 M, 
glicose 10 mM, EGTA 0,1 mM e HEPES-Na 10 mM (pH 7,4). As reacções decorreram a 
30ºC e foram finalizadas por filtração rápida sob vácuo. Os resultados são apresentados 
como a média  o erro padrão da média de 5 determinações independentes. 
 
Em conclusão, os resultados obtidos sugerem que a fracção sinaptossomal isolada a 
partir de córtex cerebral de rato constitui um modelo experimental útil para avaliar os 
efeitos neurotóxicos do alumínio. De facto, o protocolo de exposição crónica a alumínio 
(administração diária de 0,03 g de AlCl3, em requeijão coalhado com sumo de limão, 
durante 4 meses) provocou acumulação de alumínio nos sinaptossomas e alterações 













2. Efeito do alumínio na fluidez da membrana pré-sináptica 
A monitorização das alterações da fluidez da membrana de sinaptossomas isolados a 
partir de córtex cerebral de ratos que ingeriram diariamente 0,03 g de AlCl3 durante 4 
meses, permitiu observar uma fluidificação da membrana, mais notória na região 
hidrofílica (Figura III.10). 
Numerosas observações sugerem que a alteração da razão molar de 
colesterol/fosfolípidos totais (CH/PLtotais) ao nível das biomembranas podem condicionar a 
vulnerabilidade a intoxicações por alumínio (Nagyvary & Bradbury, 1977; Sperber et al., 
1991; Sparks et al., 1994; 1995; Igbavboa et al., 1996; Savory et al., 1999; Farkas et al., 
2000; Refolo et al., 2000; Atkinson, 2001; Bogdanovic et al., 2001; Cucchiara & Kasner, 
2001; Hartmann, 2001; Joseph et al., 2001; Pandya et al., 2001; Mori et al., 2001; Simons 
et al., 2001; Smith et al., 2001; Verstraeten et al., 2002).  
O estudo do efeito do alumínio na fluidez da membrana sinaptossomal englobou 
também a avaliação de alterações na composição lipídica da membrana plasmática 
sináptica e do efeito da razão molar CH/PLtotais na acumulação de alumínio e nas alterações 
da fluidez de membrana induzidas por alumínio. 
2.1. Protocolo de administração oral de alumínio e colestipol 
Trabalhos anteriormente realizados, mostraram que alterações nos níveis 
extracerebrais de colesterol provocam modificações no colesterol cerebral e nos receptores 
de lipoproteínas de baixa densidade presentes na barreira hematoencefálica (Malavolti et 
al., 1991; Dehouck et al., 1997). Neste âmbito, desenvolveu-se um método simples para 
alterar a razão molar CH/PLtotais das membranas sinápticas durante a exposição oral a 
alumínio, que envolveu a adição de colestipol ao requeijão coalhado com sumo de limão. 
O colestipol é um fármaco normalmente usado nos tratamentos de hipercolesterolemia, e a 
sua eficácia na redução do nível de colesterol está principalmente relacionada com a 
diminuição dos níveis de colesterol associado a lipoproteínas de baixa densidade na 
corrente sanguínea (Illingworth et al., 1981; Blankenhorn et al., 1988; Gaw et al., 1996). 
Para além do protocolo de administração de alumínio já apresentado, que consiste na 
administração de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses (0,03 g/dia) (efeito crónico) 
(Alcrónico), estabeleceu-se outro protocolo de administração de alumínio, que mimetizou um 






efeito sub-agudo, pela administração de 10,00 g de AlCl3 ao longo de 10 dias (1,00 g/dia) 
(Alsub-agudo). Paralelamente, a dois grupos de exposição a AlCl3 foram administrados 
diariamente 0,31 g de colestipol (Al+Colsub-agudo e Al+Colcrónico). Foram também mantidos 
dois grupos de animais que apenas receberam 0,31 g de colestipol/dia durante 10 dias ou 4 
meses (Colsub-agudo e Colcrónico, respectivamente) e dois grupos de animais que não 
receberam nem AlCl3 nem colestipol, e que foram mantidos durante 10 dias (Ctrlsub-agudo) 
ou 4 meses (Ctrlcrónico), correspondendo aos grupos controlo. 
2.2. Efeito do colesterol na acumulação de alumínio dos terminais nervosos 
após administração oral de alumínio 
Durante a exposição a alumínio, a razão molar de CH/PLtotais dos terminais nervosos 
isolados a partir do córtex cerebral de rato foi modificada pela ingestão de requeijão e 
colestipol. 
A Figura III.15 mostra que as razões molares de CH/PLtotais dos sinaptossomas 
isolados a partir de córtex cerebral de rato são bastante sensíveis às diferentes condições 
experimentais. Foi observado que a razão molar CH/PLtotais dos sinaptossomas aumentou 
de 0,7 para 1,2 nmol/nmol, durante o período experimental (4 meses) e que este aumento 
foi prevenido pela administração diária de 0,31 g de colestipol que, por sua vez, reduziu a 
razão molar CH/PLtotais dos sinaptossomas para 0,4 nmol/nmol. 
A AACG permitiu verificar que o conteúdo em alumínio dos sinaptossomas (~11 ng 
Al
3+
/mg proteína) permaneceu inalterado durante o período experimental (Figura III.16.A), 
não sendo afectado pela administração do colestipol (Figura III.16.B).  
A exposição crónica a alumínio (0,03 g AlCl3/dia, durante 4 meses) produziu um 
aumento de 59% no conteúdo sinaptossomal em alumínio (Figura III.16.A), que foi 
prevenido pela administração simultânea de colestipol (Figura III.16.B). Este efeito 
também foi observado após exposição sub-aguda (1,00 g AlCl3/dia, durante 10 dias), que 
reduziu o conteúdo sinaptossomal de alumínio em 45%. Além disso, o conteúdo em 
alumínio de sinaptossomas de ratos expostos a alumínio e colestipol durante 4 meses (~9 
ng/mg proteína) foi mais baixo do que o valor do controlo (~11 ng/mg proteína). É 
importante salientar que durante o período experimental não foram observadas mudanças 
significativas no peso corporal dos ratos, tanto na exposição sub-aguda (246  20 g versus 






252  42 g para ratos controlo), como na exposição crónica (378  22 g versus 389  39 g 
para ratos controlo). Do mesmo modo, o ganho de peso (131  28 g) não foi alterado após 
exposição crónica quando comparado com valores do controlo (137  33 g). Em 
contrapartida, ocorreu enriquecimento em Al
3+
 nos sinaptossomas isolados a partir  do 




































Figura III.15.  Efeito in vivo da administração de colestipol na razão molar de 
colesterol/fosfolípidos totais dos sinaptossomas. 
Nesta série de experiências foram administrados 0,31 g/dia de colestipol (   ) aos Colsub-
agudo e Colcrónico, mantendo-se os grupos Ctrlsub-agudo Ctrlcrónico como animais controlo (   ). 
Colsub-agudo e Ctrlsub-agudo foram sacrificados após 10 dias (Sub-agudo), enquanto que 
Colcrónico e Ctrlcrónico foram sacrificados após 4 meses (Crónico). Os sinaptossomas foram 
isolados a partir do córtex cerebral de rato e preparados para a determinação da razão 
molar de CH/PLtotais. Os valores são apresentados como a média  o erro padrão da média 
de 8 determinações independentes. *p < 0,05, significativamente diferente do grupo 
controlo crónico (Ctrlcrónico). 
 
 







Figura III.16.  Efeito da exposição in vivo a alumínio e colestipol no conteúdo 
sinaptossomal em alumínio. 
Painel A: A dieta dos grupos Alsub-agudo e Alcrónico (   ) foi suplementada com 1,00 g/dia de 
AlCl3 durante 10 dias (Sub-agudo) e 0,03 g/dia de AlCl3 durante 4 meses (Crónico), 
respectivamente. Os grupos Ctrlsub-agudo e Ctrlcrónico (   ) correspondem aos animais 
controlo. Painel B: A dieta diária dos grupos Al+Colsub-agudo e Al+Colcrónico (   ) foi 
suplementada com 0,31 g/dia de colestipol e 1,00 g/dia de AlCl3 durante 10 dias (Sub-
agudo) e 0,03 g/dia de AlCl3 durante 4 meses (Crónico), respectivamente. Colsub-agudo e 
Colcrónico (   ) correspondem aos grupos de animais controlo cuja dieta foi apenas 
suplementada com colestipol. Após o período de exposição, os ratos foram sacrificados e o 
conteúdo em alumínio dos sinaptossomas foi quantificado por AACG. Os valores são 
apresentados como a média  o erro padrão da média de pelo menos 3 determinações 
independentes. ***p < 0,01, significativamente diferente do grupo controlo crónico 
(Ctrlcrónico). 
 
O colestipol é uma resina que atravessa o organismo sem ser absorvida e exerce 
efeito no perfil lipoproteico (reduz o colesterol plasmático relativo às lipoproteínas de 
baixa densidade) por prevenção da reabsorção dos ácidos biliares (Gaw et al., 1996). 
Uma vez que tanto o alumínio como o colestipol foram administrados por via oral, 
foi investigado o efeito do colestipol na absorção de alumínio. Com este objectivo, foram 
recolhidas amostras de sangue, urina e fezes para quantificação de alumínio, antes e após a 
















































fezes dos ratos foi < 6 g Al
3+
/ml, 7  2 g Al
3+
/ml e 149  26 mg Al
3+
/Kg, 
respectivamente. Embora se tenha detectado Al
3+
 nas amostras de sangue, as concentrações 
registadas foram demasiado baixas para possibilitarem uma análise quantitativa com nível 
de confiança aceitável. No entanto, foi possível medir o aumento transitório da 
concentração de alumínio no sangue após uma única administração oral de alumínio e o 
regresso à concentração basal após 6 horas. A administração de 0,03 g (dose crónica) e 
1,00 g (dose sub-aguda) originou um aumento da concentração de alumínio no sangue 
superior a 1 g Al
3+
/ml e 108 g Al
3+
/ml, respectivamente. A administração de colestipol 
não modificou os valores basais, nem o aumento transitório da concentração de alumínio 
no sangue. Concordantemente, o colestipol aumentou ligeiramente (~6%) a quantidade de 
alumínio eliminada nas fezes durante os 4 dias subsequentes à administração de AlCl3. No 
entanto, o colestipol produziu uma aumento da quantidade total de alumínio excretada na 
urina de ~4,5 vezes, o que provavelmente reflecte uma redução na retenção de alumínio no 
cérebro e/ou outros tecidos. 
Os resultados descritos indicam que após a exposição in vivo a doses elevadas de 
alumínio na dieta, a acumulação deste metal nos terminais nervosos é menor quando os 
níveis de colesterol nos sinaptossomas são baixos. De facto, a ingestão de colestipol 
preveniu a elevação da razão molar de CH/PLtotais sinaptossomal (Figura III.15, Ctrlcrónico e 
Colcrónico) e conduziu a uma diminuição proporcional no conteúdo em alumínio dos 
sinaptossomas (Figura III.16, Alcrónico e Al+Col crónico). 
2.3. Efeito do colesterol nas alterações de fluidez de membrana dos 
terminais nervosos induzidas por alumínio após administração oral de 
alumínio 
Os mecanismos de transporte de alumínio através das biomembranas ainda não são 
totalmente conhecidos. O colesterol e os fosfolípidos constituem a “coluna vertebral” das 
biomembranas, conferindo fluidez e permeabilidade à membrana plasmática dos 
sinaptossomas. Para investigar o efeito do colesterol nas alterações de fluidez de 
membrana induzidas pelo alumínio, foi avaliado o efeito da exposição oral a colestipol e 
alumínio na fluidez de membrana em terminais nervosos isolados.  






A Figura III.17 ilustra as alterações da fluidez de membrana dos sinaptossomas 
isolados a partir de córtex cerebral de ratos expostos cronicamente a dieta contendo 
alumínio e colestipol. A administração in vivo de colestipol reduziu a anisotropia de 
fluorescência do DPH incorporado na membrana sinaptossomal de 0,21 para 0,13 (Figura 
III.17.A), indicando uma fluidificação das regiões hidrofóbicas da membrana durante o 
tratamento com colestipol. Este efeito foi ainda mais evidente (45%) quando os animais 
foram expostos concomitantemente a alumínio, que, por sua vez, induziu uma ligeira 
fluidificação  (8%) ao nível da região  hidrofóbica (Figura III.17.A). A exposição crónica a 
 
 
Figura III.17. Efeito da exposição crónica in vivo de ratos a alumínio e colestipol na 
fluidez de membrana dos sinaptossomas. 
A dieta dos grupos Alcrónico (   ) e Al+Colcrónico (   ) foi suplementada, durante 4 meses, 
com 0,03 g/dia de AlCl3 (S/ Colestipol) e com 0,03 g/dia de AlCl3 mais 0,31 g/dia de 
colestipol (C/ Colestipol), respectivamente. Ctrlcrónico (   ) e Colcrónico (   ) correspondem 
aos animais controlo, que foram mantidos ad libitum ou cuja dieta foi suplementada apenas 
com colestipol, respectivamente. Após o período de exposição, os ratos foram sacrificados 
e a fluidez de membrana dos sinaptossomas foi monitorizada pelo método fluorimétrico. 
As alterações da fluidez de membrana ao nível das regiões hidrofóbicas (Painel A) e ao 
nível das regiões hidrofílicas (Painel B) foram quantificadas, respectivamente, por 
anisotropia de fluorescência das sondas DPH e TMA-DPH. Os valores são apresentados 
como a média  o erro padrão da média de pelo menos 9 determinações independentes. 












































alumínio promoveu um aumento da fluidez da região hidrofílica, uma vez que a anisotropia 
de fluorescência do TMA-DPH diminuiu de 0,19 para 0,12 (Figura III.17.B). A 
administração do colestipol durante a exposição a alumínio não preveniu as alterações 
induzidas pelo alumínio na fluidez de membrana. Tal como pode ser observado na Figura 
III.17.B, o colestipol foi mais eficiente na redução da anisotropia de  fluorescência do 
TMA-DPH (de 0,19 para 0,09) do que o alumínio (de 0,19 para 0,12). Por conseguinte, a 
administração de colestipol, que diminuiu a razão molar CH/PLtotais sinaptossomal (Figura 
III.15) e preveniu a acumulação de alumínio (Figura III.16.B), aumentou a fluidez da 
membrana sinaptossomal, mas não modificou as alterações induzidas neste parâmetro pela 
exposição in vivo a alumínio. 
A análise cromatográfica das principais classes de fosfolípidos membranares revelou 
que a exposição a alumínio reduziu (25%) a razão fosfatidiletanolamina/fosfolípidos totais, 
enquanto que a maioria das classes de fosfolípidos permaneceu inalterada (Figura III.18). 
Consequentemente, a razão fosfatidilserina/fosfatidiletanolamina (PS/PE) das membranas 
sinaptossomais isoladas a partir do córtex cerebral dos ratos expostos a alumínio (1,2) 
parece ligeiramente aumentada quando comparada com o valor obtido para o grupo 
controlo (0,9). Após a administração de colestipol os níveis de esfingomielina, 
fosfatidilcolina e fosfatidilserina permaneceram inalterados, enquanto que a 
fosfatidiletanolamina sofreu uma redução de 39% após a administração prolongada de 
colestipol. Os efeitos induzidos pelo colestipol e alumínio na percentagem relativa de 
fosfatidiletanolamina da membrana sinaptossomal, parece ser mediada pelo mesmo 
mecanismo, uma vez que a administração concomitante das duas substâncias não produziu 
uma maior redução (35%) da razão fosfatidiletanolamina/fosfolípidos totais. 
É interessante notar que após incubação in vitro com AlCl3, os sinaptossomas, 
isolados a partir de animais não expostos a alumínio, apresentaram regiões hidrofílicas 
mais rígidas (visualizadas pelo TMA-DPH), sem alteração da fluidez de membrana ao 
nível das regiões hidrofóbicas (visualizadas pelo DPH) (Figura III.19).  



































Figura III.18. Efeito da exposição crónica in vivo a alumínio e colestipol nas principais 
classes de fosfolípidos da membrana sinaptossomal. 
A dieta dos grupos Alcrónico (   ), Colcrónico (   ) e Al+Colcrónico (   ) foi suplementada, 
durante 4 meses, com 0,03 g/dia de AlCl3, 0,31 g/dia de colestipol e 0,03 g/dia de AlCl3 
mais 0,31 g/dia de colestipol, respectivamente. O grupo Ctrlchronic (   ) corresponde aos 
animais controlo. Após o período de exposição, os ratos foram sacrificados e foi 
quantificado o conteúdo sinaptossomal em esfingomielina (SPH), fosfatidilcolina (PC), 
fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletanolamina (PE). Os valores são apresentados como a 
média  o erro padrão da média de 9 determinações independentes. *p < 0,05; ***p < 0,01; 
****p < 0,001, significativamente diferente do grupo controlo crónico (Ctrlcrónico). 
 







Figura III.19. Efeito in vitro da incubação de alumínio na fluidez da membrana de 
sinaptossomas isolados a partir de córtex cerebral de rato.  
Os ratos dos grupos Ctrlsub-agudo e Ctrlcrónico (. .) foram mantidos ad libitum durante 10 dias 
(Painel A) e 4 meses (Painel B), respectivamente. Incubaram-se sinaptossomas (0,25 mg 
proteína/ml) a 30ºC, em meio contendo NaCl 132 mM, KCl 1 mM, MgCl2 1 mM, glucose 
10 mM e HEPES-Na 10 mM a pH 7,4, na ausência (. .) e na presença de AlCl3 75 M 
(. .). Após 15 min., o meio de incubação foi removido por centrifugação a 14.000 rpm e a 
fluidez de membrana foi monitorizada nos sinaptossomas sedimentados. As alterações da 
fluidez de membranas ao nível da região hidrofóbica e hidrofílica foram quantificadas pela 
anisotropia de fluorescência do DPH (DPH) e TMA-DPH (TMA-DPH), respectivamente. 
Os valores são apresentados como a média  o erro padrão da média de pelo menos 9 
determinações independentes. ***p < 0,01, significativamente diferente do grupo controlo 
sub-agudo (Ctrlsub-agudo) ou controlo crónico (Ctrlcrónico), respectivamente. 
 
O efeito in vitro do AlCl3 é dependente da concentração (resultados não 
apresentados), tendo sido máximo para concentrações de AlCl3 superiores ou iguais a 75 
M no meio de incubação. Este efeito parece ser insensível à razão molar de CH/PLtotais da 
membrana sinaptossomal, uma vez que a anisotropia de fluorescência do TMA-DPH 
aumentou na mesma proporção (0,05) que a verificada quando foram usados 
sinaptossomas isolados a partir de ratos com razão molar de CH/PLtotais igual a 0,7 
(animais controlo do protocolo sub-agudo) (Figura III.19.A) ou com razão molar de 









































Por outro lado, a razão molar de CH/PLtotais de sinaptossomas isolados a partir de 
córtex cerebral de ratos, após exposição sub-aguda e crónica, foi de 0,4 e 0,2, 
respectivamente (Figura III.20.A), correspondendo a um diminuição de ~38% e ~80%, 
respectivamente. Estes resultados indicam que a administração de alumínio in vivo foi 
acompanhada pela redução significativa da razão molar de CH/PLtotais dos terminais 
nervosos sinápticos. 
Tal como se pode observar na Figura III.20, a diminuição da razão molar de 
CH/PLtotais induzida pela administração in vivo de alumínio (Figura III.20.A) parece 
correlacionar-se com o aumento da fluidez das regiões hidrofílicas induzido pela 
acumulação de alumínio nos sinaptossomas (Figura III.20.B). De facto, observou-se uma 
fluidificação significativa (~34%) da região hidrofílica da membrana de sinaptossomas 
isolados a partir de ratos expostos in vivo a alumínio. 
Os resultados apresentados sugerem que, em sinaptossomas isolados a partir de 
córtex cerebral de rato após ingestão de alumínio, a capacidade de acumulação de alumínio 
correlaciona-se com as alterações na composição da membrana em colesterol e com os 
parâmetros de ordem dos lípidos, que por sua vez dependem do conteúdo em alumínio dos 
sinaptossomas. São apresentadas duas linhas de evidências de que a susceptibilidade à 
intoxicação por alumínio na dieta pode ser condicionada pelo colesterol. A primeira mostra 
que níveis baixos da razão molar de CH/PLtotais estão relacionados com a redução da 
acumulação de alumínio nos terminais nervosos do córtex cerebral do rato (Figuras III.15 e 
III.16). A segunda mostra que a diminuição da ordem da membrana sináptica plasmática 
(Figuras III.17 e III.19.B) está mais associada à redução da razão molar de CH/PLtotais 
(Figura III.19.A), do que a alterações da composição fosfolipídica da membrana (Figura 
III.18) ou à interacção directa do alumínio com grupos carregados negativamente presentes 
na membrana plasmática pré-sináptica (Figura III.19). 
 
 







Figura III.20. Efeito in vivo do alumínio na razão molar de colesterol/fosfolípidos 
totais e na fluidez da membrana dos sinaptossomas.  
A dieta dos grupos Alsub-agudo e Alcrónico (. .) foi suplementada com 1,00 g/dia de AlCl3 
durante 10 dias (Sub-agudo) e 0,03 g/dia de AlCl3 durante 4 meses (Crónico), 
respectivamente. Os grupos Ctrlsub-agudo e Ctrlcrónico (. .) correspondem aos animais 
controlo. Após o período de exposição, foram isolados sinaptossomas e procedeu-se à 
quantificação da razão molar CH/PLtotais (Painel A) e à fluidez da membrana ao nível das 
regiões hidrofílicas (TMA-DPH) (Painel B). Os valores são apresentados como a média  
o desvio padrão da média de pelo menos 10 determinações independentes. **p < 0,02; 
***p < 0,01 (Painel A) e ****p < 0,001 (Painel B), significativamente diferente do grupo 
controlo sub-agudo (Ctrlsub-agudo) ou controlo crónico (Ctrlcrónico), respectivamente. 
 









)ATPase tem sido 
observada por vários investigadores (Lai et al., 1980a; King et al., 1983; Caspers et al., 
1990; 1993; 1994; Rao, 1990; 1992; Lal et al., 1993; Zatta et al., 1995; Sarin et al., 
1997b). Na literatura o que se encontra relatado com mais frequência é que na presença de 
alumínio a actividade de ATPase é inibida, tal como foi observado nas nossas condições 























































































)ATPase permanece por explicar. 
Este estudo foi empreendido com o objectivo de compreender o mecanismo de acção 




)ATPase. Inicialmente, determinou-se se a 





)ATPase localizada nos terminais nervosos de córtex cerebral de rato, estudando o 




)ATPase de sinaptossomas isolados a partir de 
ratos expostos a dieta contendo AlCl3 (exposição in vivo a 0,03 g/dia de AlCl3) e de 
sinaptossomas incubados na presença de AlCl3 (exposição in vitro). Seguidamente, 
determinou-se se a exposição in vivo a alumínio está associada a alterações específicas na 
















(EC 3.6.3.9) da actividade de outras fosfohidrolases (Skou, 1989, 1990). A Figura III.21 
mostra a dependência da actividade de fosfohidrolase de ATP em função da concentração 
de ubaína presente no meio de reacção. 





)ATPase por ubaína apresentou o perfil típico, actualmente interpretado como 





)ATPase com sensibilidades distintas à ubaína (Berrebi-Bertrand et al., 1990; 
Blanco et al., 1994). Consequentemente, parece que a presença in vitro de AlCl3 300 M 




)ATPase sinaptossomal. De forma 
similar, não foram observadas diferenças significativas nas concentrações de ubaína 




)ATPase (> 1 mM) na 





)ATPase foi calculada como a diferença entre a actividade de 
ATPase na ausência e na presença de ubaína 5 mM. 




)ATPase, sensível a ubaína, de sinaptossomas, isolados a 
partir de córtex cerebral de rato e congelados em azoto líquido e descongelados à 






temperatura ambiente, foi inibida por AlCl3, de uma forma dependente da sua concentração 
no meio de reacção (Figura III.22). Na presença de Mg-ATP 500 M, que nestas condições 





)ATPase foi inibida maximamente (~60%) por AlCl3 300 M. Na presença de 
AlCl3 30 M foi observada uma inibição significativa (p < 0,01) de 30% e para 











































)ATPase por ubaína. 
Os sinaptossomas (0,1 mg proteína/ml) foram incubados durante 5 min, a 35ºC, num meio 
contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 10 mM, EGTA 100 M e HEPES-Na 10 mM 
(pH 7,4) e ubaína (0 - 10 mM). As reacções foram iniciadas pela adição de Mg-ATP de 
forma a obter uma concentração final de 500 μM na ausência (○-○) e na presença (●-●) de 
AlCl3 300 μM. A reacção foi finalizada após 5 min e o Pi produzido foi quantificado tal 
como descrito em “Materiais e métodos”. Os valores são expressos como a percentagem 
máxima de actividade na ausência de ubaína, e são apresentados como a média  o erro 
padrão de 6 determinações independentes. 




























































Os alíquotas de sinaptossomas (0,1 mg de proteína/ml) foram incubados durante 5 min, a 
35ºC, num meio contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 10 mM, EGTA 100 M e 
HEPES-Na 10 mM (pH 7,4), na ausência e na presença de concentrações crescentes de 
AlCl3 (0 - 300 M). As reacções foram iniciadas pela adição de Mg-ATP de forma a obter 
uma concentração final de 500 M (○-○) ou 5 M (●-●). As reacções foram finalizadas 




)ATPase foi determinada tal como descrito em 
“Materiais e métodos”. Os valores são apresentados como a média  o erro padrão de 6 
determinações independentes. *p < 0,05 e ***p < 0,01. 
 




)ATPase não foi inibida por AlCl3 na 
presença de concentrações baixas (5 M), não saturantes, de Mg-ATP (Figura III.22, linha 
●-●). O facto do ATP poder ligar alumínio com afinidade mais elevada do que o magnésio 
(Martin, 1986; van Rensburg et al., 1997) não significa que o complexo Al-ATP compita 
com o Mg-ATP na ligação ao sítio catalítico da enzima. De facto, nas nossas condições 




)ATPase induzida pelo AlCl3 permaneceu inalterada, 














































Figura III.23. Efeito do Mg
2+




)ATPase induzida por alumínio.  
As condições experimentais são semelhantes às descritas na legenda da Figura III.22, à 
excepção das reacções terem sido iniciadas pela adição de Mg-ATP (concentração final de 
500 M) e decorreram na presença de MgCl2 10 mM (  ) ou 60 mM (  ). Os valores 
são expressos como a percentagem da actividade máxima e apresentados como a média  o 
erro padrão de 6 determinações independentes.  
 





)ATPase de ~30 %, quer na presença de MgCl2 10 mM quer na presença de MgCl2 





)ATPase máximo (AlCl3 300 M), não se registaram alterações significativas da 
capacidade inibitória (~60%), quer na presença de MgCl2 10 mM, quer na presença de 
MgCl2 60 mM. Estes resultados foram obtidos na presença de concentrações de substrato 
saturantes ([ATP] = 500 M) (Figura III.22, linha ○-○). 











função da concentração de substrato 





sinaptossomal em função da concentração de Mg-ATP. Pode observar-se que esta 
dependência se afastou do padrão hiperbólico, exibindo um “plateau” intermédio (Figura 
III.24, linha ○-○), o que está de acordo com dados cinéticos anteriores relativos à 
cooperatividade na interacção do ATP com a enzima enquanto proteína integral da 
membrana. A Figura III.24 (curva ○-○) mostra também os efeitos da interacção de ATP de 
alta afinidade (cooperatividade negativa) e de baixa afinidade (cooperatividade positiva). 
A incubação in vitro de sinaptossomas, previamente congelados/descongelados, com 
AlCl3 300 M, concentração que promoveu a inibição máxima (Figura III.22), reduziu 




)ATPase, induzida por concentrações 
elevadas de Mg-ATP (> 150 M). No entanto, na gama de baixas concentrações de Mg-    
-ATP (< 20 M), a dependência de substrato da actividade enzimática permaneceu 





)ATPase em função da concentração de ATP efectuados com sinaptossomas, 
congelados/descongelados,  isolados  a partir de córtex cerebral de ratos que ingeriram 
0,03 g/dia de AlCl3, revelaram que a exposição crónica in vivo a AlCl3 parece ter 
produzido uma modificação idêntica no comportamento cinético da enzima (Figura III.24, 
curva ∆-∆). 





)ATPase em função da concentração de ATP (Figura III.24, curva ∆-∆) coincidiu 
com a curva da dependência de substrato na presença de AlCl3 300 M na gama de 
concentrações de Mg-ATP inferiores a 75 M (Figura III.24, curva ●-●) e exibiu menor 
redução da activação da enzima por elevadas concentrações de Mg ATP (> 150 M). 





)ATPase foi inibida significativamente (~32%). É importante notar 





a acção do alumínio durante o período de exposição in vivo, uma vez que não foi 
adicionado AlCl3 ao meio de reacção. De facto, a exposição diária a 0,03 g de AlCl3 






durante 4 meses causou acumulação de Al
3+
 na fracção sinaptossomal (7,1 Al
3+
 ng/ mg 
proteína), que correspondeu a um aumento do conteúdo em Al
3+
 de 1,7 vezes relativamente 





sinaptossomas, previamente congelados/descongelados e isolados a partir do córtex 
cerebral dos ratos pertencentes ao grupo de exposição a alumínio, parece confirmar que, 




)ATPase induzida por AlCl3 não 




























































)ATPase em função da concentração de ATP. 
As condições experimentais são semelhantes às descritas na legenda da Figura III.22, à 




)ATPase ter sido medida na presença de concentrações 
crescentes de ATP (até 1000 M). (○-○), Condição controlo (sinaptossomas isolados a 
partir de ratos pertencentes ao grupo controlo); (●-●), exposição in vitro a AlCl3 
(sinaptossomas incubados na presença de AlCl3 300 M durante 5 min.); e (∆-∆ , a 
exposição in vivo a AlCl3 (sinaptossomas isolados a partir de ratos que ingeriram 
diariamente 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses). Os valores são apresentados como a média 
 o erro padrão de 6 determinações independentes. As curvas representam as funções 
ajustadas, tal como descrito em “Materiais e métodos” [Equação 3], que correspondem a 
uma modificação da equação inicialmente proposta por Boldyrev e colaboradores 
(Boldyrev et al., 1991; Boldyrev & Kurella, 1996). 











)ATPase sinaptossomal, os dados experimentais obtidos nos ensaios relativos à 
dependência da concentração de ATP foram usados para ajustar a curva bifásica descrita 
pela Equação 3 (ver “Materiais e métodos”), que corresponde à modificação da equação 
inicialmente proposta por Boldyrev e colaboradores (Boldyrev et al., 1991; Boldyrev & 
Kurella, 1996). Uma vez que os dados gerados pela função ajustada foram comparáveis 
aos valores obtidos experimentalmente, os parâmetros de ajuste foram considerados como 





)ATPase na presença da gama de baixas e altas concentrações de Mg-ATP. 
Verificou-se que o valor de nH (coeficiente de Hill da reacção hidrolítica) 
permaneceu inalterado após a exposição a AlCl3, apresentando valores de 0,7 (condições 
controlo), 0,8 (exposição in vitro a 300 M AlCl3) e 0,8 (exposição in vivo a 0,03 g/dia de 
AlCl3 durante 4 meses). Contrariamente, os valores de n (número máximo de protómeros 
que interagem no conjunto oligomérico) foram alterados significativamente após exposição 
in vivo e in vitro a AlCl3. A exposição a alumínio induziu uma diminuição do valor de n de 
1,5 vezes, tendo sido obtidos valores de 8,0 (condições controlo), 5,5 (exposição in vitro) e 





decorreu a uma Vmáx (velocidade máxima da reacção global) de 281 nmol Pi/min/mg 
proteína, enquanto que após exposição in vitro e in vivo a AlCl3 estes valores foram de 78 e 
154 nmol Pi/min/mg de proteína, respectivamente. Os resultados obtidos parecem indicar 
que, nestas condições experimentais, o alumínio pode interferir com o passo limitante da 
reacção global de ATPase na presença de concentrações de ATP não limitantes e com as 





)ATPase, estado este característico da enzima quando integrada na membrana 
plasmática. 
Uma vez que apenas os nucleótidos contendo adenina e cisteína podem promover 




)ATPase, através da interacção com os locais de ligação dos 
nucleótidos de alta e baixa afinidade (Boldyrev & Svinukhova, 1982; Thoenges et al., 
1999), foi testado se a incubação de sinaptossomas com AlCl3 altera a dependência da 
enzima em função da concentração do substrato, quando o UTP (um “mau” substituto do 
ATP na activação de baixa afinidade) é usado como substrato hidrolítico. 






Tal como pode ser observado na Figura III.25, quando o UTP foi usado em 
substituição do ATP, não foi observada cooperatividade positiva numa gama alargada de 
concentrações de substrato e o curso da reacção enzimática permaneceu inalterado na 
presença  de AlCl3. Estes resultados estão de acordo com os apresentados nas Figuras 
III.22 e III.24, onde o efeito inibitório do alumínio não foi observado na presença de baixas 

















































Figura III.25. Efeito da exposição in vitro a alumínio na dependência da actividade 
UTPásica sensível a ubaína em função da concentração de UTP. 
A actividade da UTPase foi medida na presença de concentrações crescentes de UTP (0 - 
500 M), tal como descrito na legenda da Figura III.24. (○-○), condição controlo 
(sinaptossomas isolados a partir de ratos pertencentes ao grupo controlo); (●-●), exposição 
in vitro a AlCl3 (sinaptossomas incubados na presença de AlCl3 300 M durante 5 min) e 
(∆-∆), exposição in vivo a AlCl3 (sinaptossomas isolados a partir de ratos que ingeriram 
diariamente 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses). Os valores são apresentados como a média 
 o erro padrão de 6 determinações independentes. 
 










)ATPase ao nível dos locais de ligação de baixa 
afinidade mais do que ao nível do passo de fosforilação da enzima, que requer baixas 
concentrações de ATP e ocorre na presença de UTP. 





induzida pelo AlCl3 não estar completamente descrito, estes resultados demonstram 
claramente que ambas as exposições a alumínio, in vivo e in vitro, produziram apenas uma 
inibição parcial da actividade da enzima na presença de elevadas concentrações de ATP (> 
150 M), enquanto que para baixas concentrações de ATP (< 20 M) ou quando o UTP foi 




)ATPase não foi inibida. Adicionalmente, as 
exposições in vivo e in vitro a AlCl3 diminuíram o número de protómeros que interagem 





)ATPase encontra-se principalmente no estado de elevada 










 contra os seus gradientes electroquímicos mercê da energia libertada durante a 
hidrólise de ATP (transporte activo primário). Os resultados apresentados reflectem a 




)ATPase, não fornecendo 
qualquer evidência experimental relativamente ao seu efeito na actividade de transporte.  
A Figura III.26 representa a acumulação de GABA por sinaptossomas intactos, não 
submetidos a congelamento e descongelamento, isolados a partir de córtex cerebral de 
ratos pertencentes ao grupo controlo. Tal como referido anteriormente, o transporte activo 
de GABA requer o gradiente electroquímico de Na
+
 como fonte de energia. Deste modo, a 




)ATPase deve comprometer o transporte de 
GABA. Tal como pode ser observado na Figura III.26, quando sinaptossomas intactos 
foram incubados na presença de AlCl3 300 M registou-se uma redução acentuada (38%) 
da quantidade de GABA acumulado durante 15 min. Um efeito inibitório mais acentuado 
(69%) foi produzido por ubaína 50 M, que nas condições experimentais usadas para 




)ATPase, reduziu a actividade enzimática em 
70% (Figura III.21). Além do mais, verificou-se que na presença simultânea de AlCl3 300 
M e ubaína 50 M no meio de incubação, a extensão de redução máxima da acumulação 
de GABA permaneceu praticamente inalterada. Estes resultados sugerem que o efeito 










)ATPase é exercido tanto ao nível da actividade 





































Figura III.26. Efeito da exposição in vitro a alumínio e a ubaína na acumulação de 
GABA pelos sinaptossomas intactos. 
A acumulação de GABA foi quantificada em sinaptossomas isolados a partir de córtex 
cerebral de ratos, cuja dieta não continha alumínio adicionado (Controlo ○-○) e em 
sinaptossomas incubados durante 15 min na presença de AlCl3 300 µM (●-●), na presença 
de ubaína 50 µM (∆-∆) e na presença simultânea de AlCl3 300 µM e ubaína 50 µM (▲-
▲). Os sinaptossomas (0,5 mg de proteína/ml) foram adicionados ao meio de reacção 
contendo [
3
H]GABA 0,5 M, MgCl2 1,2 mM, NaCl 128 mM, KCl 5 mM, AOAA 10 M, 
glicose 10 mM, EGTA 0,1 mM e HEPES-Na 10 mM (pH 7,4). As reacções decorreram a 
30ºC e foram finalizadas por filtração rápida sob vácuo. Os resultados são apresentados 
como a média  o erro padrão da média de 5 determinações independentes. 
 
Anteriormente foi observada a existência de correlação temporal entre o 




)ATPase do cérebro e do rim por 
espécies reactivas de oxigénio e de diminuição do número de grupos SH da enzima 
(Boldyrev et al., 1997; Kurella et al., 1999). Durante a referida inibição da 










)ATPase foram também observadas alterações nos parâmetros cinéticos, 
consistentes com quebra da interacção protómero-protómero. 
A Figura III.27 mostra que a incubação dos sinaptossomas, previamente congelados 
e  descongelados, com  AlCl3 300 M  produziu  uma  redução  ligeira  (~24%)  mas  
muito significativa (p < 0,001) da concentração  de  grupos  SH  determinada  pela  reacção  
 
 
Figura III.27. Efeito da exposição in vitro a alumínio no conteúdo dos sinaptossomas 
em grupos SH.  
Os sinaptossomas (0,1 mg proteína/ml) foram incubados a 35ºC num meio contendo NaCl 
128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 10 mM, EGTA 100 M e HEPES-Na 10 mM (pH 7.4), na 
ausência (○-○) e na presença de AlCl3 300 M (●-●). As reacções foram iniciadas pela 
adição de DTNB 600 M e as alterações de absorvância foram registadas ao longo de 60 
min, a 412 nm, num espectrofotómetro em regime de duplo feixe, tal como descrito 
previamente. A concentração dos grupos SH nos sinaptossomas foi calculada considerando 





Os valores são apresentados como a média  o erro padrão de 6 determinações 
independentes. O gráfico incluso representa o conteúdo dos sinaptossomas em grupos SH 
incubados na ausência (  ) e na presença de AlCl3 300 M (  ) após 60 min de reacção 
com DTNB. **** p< 0,001. 






colorimétrica com DTNB. Em virtude dos grupos SH terem sido quantificados em 
sinaptossomas, estes resultados devem ser interpretados apenas como indicativos da 
capacidade do AlCl3 para diminuir o número de grupos sulfidrílo reactivos acessíveis ao 
DTNB e não como uma evidência directa da ocorrência de oxidação, induzida por AlCl3, 
dos resíduos de cisteína envolvidos nas interacções interprotoméricas no seio dos 










)ATPase induzida por AlCl3, este trabalho demonstra claramente que a exposição 
in vivo e in vitro a AlCl3 reduz drasticamente a activação adicional por concentrações 
elevadas de ATP da enzima modificada. 










)ATPase e da sua actividade a 
alterações fisiológicas é assegurada por uma variedade de mecanismos de regulação, que 
englobam rápidas modificações pós-translacionais e alterações do complexo perfil celular 
de isoenzimas (ver Blanco & Mercer, 1998; Mobasheri et al., 2000; Geering, 2001; 
Kaplan, 2002; Cornelius & Mahmmoud, 2003; Jorgensen et al., 2003; para revisões 
recentes). 
O objectivo deste estudo foi determinar se a exposição in vivo a alumínio promove 










)ATPase é composta por quantidades estequiométricas de dois 
polipeptídeos obrigatórios, a subunidade α (~112 kDa) e a subunidade β (~45 kDa). Os 
locais de ligação para ATP, catiões e ubaína estão localizados na subunidade α, que é 
responsável pela actividade catalítica da enzima. Três isoformas distintas da subunidade α 
foram identificadas no sistema nervoso central dos vertebrados (Sweadner, 1992; 
Mobasheri et al., 2000). 





fracção sinaptossomal de cérebro de rato (Foley & Linnoila, 1993), foram usados neste 






estudo três anticorpos contra a subunidade catalítica, nomeadamente os anticorpos 
policlonais anti-NASE, anti-HERED e anti-TED, produzidos em coelho, contra as 
sequências NASE (KNPNASEPKHLL), HERED (KHEREDSPQSHVL) e TED 





)ATPase de rato (Pressley, 1992). A imunodetecção nos extractos proteicos 
sinaptossomais revelou a presença das três isoformas da subunidade α, uma vez que os 
referidos anticorpos reconheceram especificamente três bandas com pesos moleculares 
relativos de 93 kDa (subunidade α1), 92 kDa (subunidade α2) e 98 kDa (subunidade α3) 
(Figura III.28). 




)ATPase também são habitualmente 
distinguidas por possuírem sensibilidades diferentes a ubaína (Blanco & Mercer, 1998). 
Por conseguinte, a presença das três isoformas da subunidade  na fracção sinaptossomal 
foi também verificada pelo estabelecimento da dependência da actividade hidrolítica de 
ATP em função da concentração de ubaína presente no meio de reacção (Figura III.29.A). 





)ATPase apresentou o perfil característico, normalmente interpretado como o 
reflexo da presença, no tecido nervoso, de três subunidades α da (Na+/K+)ATPase com 
sensibilidades distintas a ubaína. 
Com o objectivo de discriminar as sensibilidade a ubaína das isoenzimas presentes 
na preparação sinaptossomal, os dados experimentais obtidos nos ensaios relativos à 
dependência de ubaína foram usados para ajustar a curva descrita pela Equação 4 (ver 
“Materiais e métodos”) que consiste na soma de três componentes, correspondentes a três 
processos inibitórios independentes, não interconvertíveis e saturáveis, com diferentes 
afinidades (muito alta, alta e baixa) (Figura III.29.B). Uma vez que os dados gerados pela 
função ajustada foram comparáveis aos valores obtidos experimentalmente, os parâmetros 
de ajuste foram considerados como correspondendo às concentrações de ubaína que 
produziram 50% de inibição (IC50) da reacção hidrolítica atribuível a cada uma das 





Verificou-se que a actividade enzimática podia ser decomposta em três componentes 
de muita alta sensibilidade (IC50 = 5,4×10
-10
 M), alta sensibilidade (IC50 = 3,7×10
-7
 M) e 
baixa sensibilidade (IC50 = 5,2×10
-5
 M) a ubaína, respectivamente, cujas contribuições para 













No final do período experimental (120 dias), as fracções sinaptossomais foram preparadas 
a partir do córtex cerebral de ratos pertencentes ao grupo controlo (  ) e de ratos que 
receberam diariamente 0,03 g de AlCl3 durante quatro meses (  ). Painel A: as proteínas 
sinaptossomais (100 μg/ linha) foram separadas por SDS-PAGE e subsequentemente 
imunodetectadas com os anticorpos anti-NASE (subunidade α1), anti-HERED (subunidade 
α2), anti-TED (subunidade α3) e actina (actina α), como descrito nos “Materiais e 
métodos”. Os dados representam uma experiência típica de 7 experiências independentes. 
Painel B: análise por densitometria das membranas. Os valores são apresentados como a 
média  o erro padrão de 7 determinações independentes. 
 




)ATPase, na presença de Na
+
 (128 mM), K
+
 (5 mM), Mg
2+
 
(10 mM) e ATP em concentrações saturantes, foram estimadas em ~6%, ~26% e ~68%, 
respectivamente. Os valores de IC50 determinados situam-se na gama dos valores 
reportados na literatura para as isoformas da subunidade α da (Na+/K+)ATPase no cérebro 



























 M (subunidade α1) (Berrebi-Bertrand et al., 1990; Gerbi & Maixent, 1999; 
Lopez et al., 2002). 
Com o objectivo de verificar se a administração na dieta de 3,6 g de AlCl3 durante 
um período de 120 dias (0,03 g/dia) causou alteração nos níveis de expressão das 
isoformas da subunidade α da (Na+/K+)ATPase, foi realizada a análise por imunodetecção 
das bandas imunopositivas, anti-NASE, anti-HERED e anti-TED, usando as mesmas 
quantidades totais de proteína sinaptossomal obtidas a partir de ratos pertencentes ao grupo 
controlo e ao grupo de exposição a alumínio (Figura III.28.A e B). Todas as isoformas da 
subunidade α não demonstraram nenhuma alteração significativa nos níveis de expressão 
em sinaptossomas (p > 0,7 para todos os valores). Do mesmo modo, a curva “dose-            
-resposta” da inibição da actividade da (Na+/K+)ATPase pela ubaína permaneceu quase 






 M (Figura III. 29). 





)ATPase sinaptossomal, sem comprometer nem a expressão das 
isoformas da subunidade α, nem a sensibilidade (alta e baixa) a ubaína das isoenzimas. É 
interessante notar que, a exposição in vivo a AlCl3 parece tornar a enzima menos sensível 
às concentrações mais baixas de ubaína. Para estimar o efeito inibitório do alumínio nas 





 M de ubaína, uma vez que ubaína 10
-6
 M inibe sobretudo as isoformas α2 e 
α3 enquanto que a isoforma α1 permanece quase inalterada. Foi observado que ambas as 
componentes (isoformas α2/α3 e isoforma α1) contribuíram activamente para a diminuição 




)ATPase induzida por alumínio, dado  que as  
componentes α2/α3 e α1 foram reduzidas em, respectivamente, ~59% e ~19%, 
relativamente às actividades exibidas quando analisadas em sinaptossomas isolados a partir 
do córtex cerebral de ratos pertencentes ao grupo controlo. 
 
 













No final do período experimental (120 dias), as fracções sinaptossomais foram preparadas 
a partir do córtex cerebral de ratos pertencentes ao grupo controlo (○-○) e de ratos que 
receberam diariamente 0,03 g de AlCl3 durante quatro meses (●-●). Painel A: Curvas 
“dose-resposta” de inibição da actividade da (Na+/K+)ATPase pela ubaína. As condições 
experimentais são semelhantes às descritas na legenda da Figura III.21. Os valores são 
expressos em nmol Pi/min/mg proteína e representam a média  o erro padrão de 9-18 





)ATPase expressa em percentagem das respectivas actividades máximas. As 
curvas representam as funções ajustadas, tal como descrito em “Materiais e métodos” 
[Equação 4], que consiste na soma de três processos inibitórios independentes, não 




















































































É geralmente aceite que no rim do rato apenas estão presentes as isoformas α1 e β1 










(Gerbi & Maixent, 1999; Lopez et al., 2002; Dmitrieva & Doris, 2003). Porém, já foi 




)ATPase renal por 
concentrações submicromolares de ubaína (Dmitrieva & Doris, 2003). 




)ATPase, foi avaliada 
a actividade da enzima (Figura III.30) e a expressão proteica (Figura III.31) no rim, onde o 
incremento de alumínio durante a exposição de quatro meses foi de ~3,5 ng Al
3+
/mg 
proteína de rim (Figura III.8). 
Na nossas condições experimentais, nos homogeneizados de rim apenas foi detectada 




)ATPase (Figura III.31). Os resultados da análise 
densitométrica da proteína imunodetectada (Figura III.31.B), indicaram que a quantidade 




)ATPase nos ratos do grupo de exposição a AlCl3 foi 
ligeiramente inferior à quantificada no grupo controlo, mas não foi encontrada diferença 
significativa entre os dois grupos (p > 0,3). 




)ATPase foi reduzida significativamente 
(~42%) após a exposição in vivo a AlCl3 (Figura III.30). As curvas “dose-resposta” da 




)ATPase foram coincidentes para elevadas 
concentrações (> 5×10
-5
 M) de ubaína (Figura III.32.A) e o valor de IC50 permaneceu 
quase inalterado durante a exposição a AlCl3, exibindo valores de 9,5×10
-5
 M (condição 
controlo) e 3,7×10
-4
 M (exposição in vivo) (Figura III.32.B). Por outro lado, a exposição in 





concentrações de ubaína inferiores a 10
-6
 M. 
Estes resultados sugerem que a acumulação de alumínio nos tecidos durante a 





comprometer a expressão das isoformas da subunidade α. 
 

























































Os homogeneizados totais de rim (0,1 mg proteína/ml) foram incubados durante 5 min a 
35ºC num meio contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 10 mM, EGTA 100 M e 
HEPES-Na 10 mM (pH 7,4), na ausência e na presença de 5 mM de ubaína. As reacções 
foram iniciadas pela adição de Mg-ATP (concentração final de 3 mM). Após 5 min, a 




)ATPase determinada como descrito em 
“Materiais e métodos”. , condição controlo (homogeneizados preparados a partir de ratos 
pertencentes ao grupo controlo); e , exposição in vivo a AlCl3 (homogeneizados 
preparados a partir de ratos que receberam diariamente 0,03 g de AlCl3 durante 4 meses). 
Os valores são apresentados como a média  o erro padrão de 6 determinações 
independentes. **** p < 0,001. 















No final do período experimental (120 dias), os homogeneizados totais foram preparados a 
partir dos rins de ratos pertencentes ao grupo controlo (  ) e de ratos que receberam 
diariamente 0,03 g de AlCl3 durante quatro meses (  ). Painel A: as proteínas do rim 
(100 μg/ linha) foram separadas por SDS-PAGE e subsequentemente imunodetectadas com 
os anticorpos anti-NASE (subunidade α1), anti-HERED (subunidade α2), anti-TED 
(subunidade α3) e actina (actina α), como descrito em “Materiais e métodos”. Os dados 
representam uma experiência típica de 7 experiências independentes. Painel B: análise por 
densitometria das membranas. Os valores são apresentados como a média  o erro padrão 
de 7 determinações independentes. 






















Os homogeneizados totais foram preparadas a partir dos rins de ratos pertencentes ao 
grupo controlo (○-○) e de ratos que receberam diariamente 0,03g de AlCl3 durante quatro 





)ATPase pela ubaína. As condições experimentais são semelhantes às descritas na 
legenda da Figura III.29. Os valores são expressos em nmol Pi/ min/ mg proteína e 
representam a média  o erro padrão de 8-16 determinações independentes. Painel B: 
Curvas “dose-resposta” de inibição da actividade da (Na+/K+)ATPase expressa em 
percentagem das respectivas actividades máximas. As curvas representam as funções 
ajustadas, tal como descrito em “Materiais e métodos” [Equação 4], que consiste na soma 
de um ou dois processos inibitórios independentes, não interconvertíveis e saturáveis de 


























































































IV - Discussão 
 






A análise do potencial tóxico do alumínio é relativamente recente, 
estando o seu início associado aos finais do século XIX (Doelken, 1897), 
enquanto que, por exemplo, os perigos inerentes à exposição ao chumbo 
são reconhecidos há já, pelo menos, 2375 anos. A classificação de uma 
substância como tóxica implica a demonstração de que a sua presença no 
organismo vivo, em determinadas concentrações e em virtude da sua 
estrutura química, provoca, através de mecanismos físico-
químicos/bioquímicos, alterações transitórias ou permanentes no 
funcionamento celular inconciliáveis com o estado saudável do 
organismo, podendo ou não causar a morte. 
É evidente que a análise da toxicidade dum composto é uma tarefa multidisciplinar, 
que se desdobra em numerosas fases. Neste contexto, a verificação de que uma substância 
química induz um padrão consistente de disfunções neuronais ou lesões no sistema nervoso 
é considerada crucial para definir a sua toxicidade (Tilson, 1990; Johnsen et al., 1992; 
ECETOC, 1992; Johnsen et al., 1992; O’Donoghue, 1994; Ladefoged et al., 1995). A 
neurotoxicidade pode traduzir não só a interacção directa do composto ou dos seus 
metabolitos com os constituintes do sistema nervoso, bem como reflectir a interacção com 
locais exteriores ao sistema nervoso. Apesar da vulnerabilidade/fragilidade do sistema 
nervoso face às agressões químicas ser elevada, a sua análise é complexa, dado poder 
manifestar-se por alterações ténues do comportamento, cuja avaliação a nível populacional 
é extremamente difícil. Além do mais, as manifestações de neurotoxicidade podem ser 
diferentes consoante a idade, a dose, a duração e via de exposição (WHO, 2001). O sistema 
nervoso é altamente complexo e a sua actividade exibe elevado nível de integração. Por 
isso, o estabelecimento da relação “dose-resposta” é particularmente difícil para as 
substâncias que exercem efeitos neurotóxicos directos ou indirectos (Ladefoged et al., 
1995; WHO, 2001). Por conseguinte, o conhecimento dos mecanismos de neurotoxicidade 
é imprescindível não só para diferenciar os efeitos directos dos indirectos, mas também 
para a avaliação de risco. 
Neste trabalho demonstrou-se claramente que a administração diária, por via oral, de 
0,03 g de AlCl3, durante 120 dias, a ratos Wistar, machos com um mês de idade e ~250 g 






de peso à data do início da exposição, provocou um aumento de ~7 ng Al
3+
/mg de proteína 
na concentração total de Al
3+
 nos terminais pré-sinápticos isolados do córtex cerebral 




)ATPase (Figura III.13 e 24). Este 
efeito inibitório foi produzido sem registo de alterações significativas na expressão das 




)ATPase (Figura III.28), no aumento do peso 
corporal (Figura III.6), na ultra-estrutura dos terminais pré-sinápticos isolados (Figura 
III.9), na integridade da membrana pré-sináptica (Tabelas III.3 e 4) e no potencial de carga 
energética adenílica (Tabela III.4) dos terminais pré-sinápticos isolados. O efeito inibitório 




)ATPase foi verificado também nos ensaios in vitro, 
revelando-se dependente da concentração de AlCl3 no meio de reacção (Figura III.22) e 





)ATPase por concentrações elevadas de ATP (Figura III.24). No 
modelo experimental usado foram observadas alterações ao nível da fluidez de membrana 
(Figura III.10 e 17) e no balanço prooxidante-antioxidante (Figuras III.11 e 12). No 
entanto, não se verificaram alterações semelhantes nos ensaios realizados in vitro (Figuras 




)ATPase ao nível da actividade hidrolítica de 
ATP parece ser extensível à actividade de transporte de Na
+
, visto que a acumulação activa 
de GABA, que requer a existência do gradiente transmembranar de Na
+
, foi 
significativamente reduzida pelo AlCl3 (Figura III.26) quando presente em concentrações 





III.22 e 24). 
 
1. Relevância do modelo experimental e dos parâmetros avaliados para a 




)ATPase na neurotoxicidade do alumínio 
A diversidade dos seres vivos encerra a universalidade dos processos e das entidades 
moleculares, das quais emerge a relação entre a estrutura e a função na actividade 
biológica. O conhecimento da diversidade e da universalidade da matéria viva tem 
permitido o desenvolvimento de modelos adequados para estudos de toxicidade (Russell, 
1991). A avaliação dos efeitos adversos no sistema nervoso deve ser efectuada com recurso 






aos mais diversos modelos, de modo a possibilitar a obtenção de grande variedade de 
informação útil, que ajude a minimizar o risco de neurotoxicidade. 
Os estudos clínicos e epidemiológicos em populações humanas sobre a toxicidade do 
alumínio são escassos, sendo ainda mais reduzidos os estudos toxicológicos em seres 
humanos (Gresham et al., 1986; Alessio et al., 1989; Cases et al., 1990; McCarthy et al., 
1990; Day et al., 1991; Kaaber et al., 1992; Bast-Pettersen et al., 2000). Além do mais, é 
imperativo promover a transferência do rastreio de toxicidade baseado em teste com 
animais (in vivo) para testes com órgãos, tecidos, culturas celulares e fracções subcelulares 
(in vitro) e, finalmente, para testes computacionais de cálculo de mecânica molecular. 
Actualmente, os estudos in vitro são ainda considerados complementares e usados para 
conceber estudos toxicológicos in vivo. A continuação da utilização da experimentação in 
vivo tem sido justificada pela incapacidade das baterias de testes in vitro avaliarem a 
influência das interacções dos vários sistemas de órgãos no desenvolvimento e expressão 
dos efeitos tóxicos (WHO, 2001). Consensual é, sem dúvida, a importância actual dos 
ensaios in vitro para a obtenção de informação respeitante ao mecanismo de acção de 
toxinas e xenobióticos (Atterwill & Walum, 1989; Goldberg & Frazier, 1989; Harry et al., 
1998). Neste trabalho foram comparados os efeitos do alumínio em ensaios in vivo e in 
vitro, bem como quantificadas as concentrações de alumínio que produziram os efeitos em 
ambas as estratégias. 
Após a administração oral de 0,03 g de AlCl3 quantificou-se a concentração de 
alumínio no sangue (Figura III.1), urina (Figura III.3) e fezes (Figura III.5), com o 
objectivo de avaliar a sua disponibilidade na circulação sistémica (Gupta et al., 1986; Day 
et al., 1991; 1994; Priest, 1994). Considerando a via de exposição usada, a disponibilidade 
sistémica do alumínio é muito relevante para a avaliação da sua neurotoxicidade (Yokel & 
McNamara, 2001). 
A espectrometria de absorção atómica com câmara de grafite é considerada adequada 
para a quantificação de Al
3+
 em amostras biológicas, permitindo determinar a concentração 
total deste metal na amostra (Coedo et al., 1996). A natureza ubíqua do alumínio e as 
concentrações normalmente existentes nos tecidos dos animais, que não foram submetidos 
a protocolos de exposição a alumínio (WHO, 1997), dificultam a dosagem, isto é, a 
determinação da quantidade de alumínio absorvida pelo organismo durante 24 horas e 
expressa por unidade de peso corporal. 






A concentração de alumínio no sangue aumentou após a ingestão de 0,03 g de AlCl3 
e a concentração mais elevada (1,41 ± 0,83 μg Al3+/ml de sangue) foi registada decorridas 
3 horas (Figura III.1). Este dado demonstra apenas que a disponibilidade sistémica do 
alumínio aumentou em consequência da administração de AlCl3. A análise comparativa da 
quantidade total de alumínio na urina e nas fezes dos ratos que receberam 0,03 g de AlCl3 e 
dos ratos pertencentes ao grupo controlo (Figuras III.3 e 5) confirma o aumento da 
disponibilidade sistémica do alumínio e evidencia a eficiência das vias de eliminação no 
rato. Assim, verificou-se um incremento de 52% e de 65% na quantidade total do alumínio 
presente, respectivamente, na urina (Figura III.3) e nas fezes (Figura III.5) recolhidas 
durante 5 dias após a ingestão de AlCl3. Estes aumentos reflectem o incremento total 
registado, pois os níveis basais de Al
3+
 foram atingidos na urina (0,08  0,01 μg Al3+/ml de 
urina) e nas fezes (98,8  9,2 μg Al3+/g de fezes) ao fim de, respectivamente, 2 e 3 dias. 
Apesar da dificuldade em comparar os resultados obtidos com os descritos por outros 
autores, dada a diversidade de protocolos de exposição, as quantidades e variedade de 
compostos de alumínio utilizados, as espécies e faixas etárias usadas, os resultados obtidos 
parecem estar de acordo com estudos realizados anteriormente. Cerca de 90% do total de 
alumínio excretado na urina é colectado durante as primeiras 48 horas após administração, 
quando a quantidade administrada por via oral ao rato é reduzida (3,8 ng 
26
Al + 63 ng 
27
Al) 
(Jouhanneau et al., 1997). No mesmo estudo, foi possível verificar a acumulação de 
26
Al 
no osso após 1 hora e a sua permanência pelo menos durante 30 dias, o que parece indicar 
que o alumínio administrado por via oral se distribui rapidamente pelos diversos tecidos e 
que a sua remoção é lenta. Estudos realizados em seres humanos, revelaram que após 
injecção intravenosa de 
26
Al, ~27% do metal administrado ficou retido no organismo (ver 
Berthon, 2002 para revisão).  
A avaliação da absorção e eliminação do alumínio, na sua globalidade (págs. 48-55), 
permitiu confirmar que o alumínio existe habitualmente no sangue, na urina e nas fezes dos 
ratos Wistar, machos e adultos jovens, o que evidencia a disponibilidade sistémica deste 
metal mesmo em condições de exposição, não intencional, a alumínio. Por conseguinte, os 
protocolos de exposição durante períodos longos parecem apropriados à simulação da 
exposição natural dos seres vivos a alumínio por via oral. 
O teor em espécies químicas de alumínio biodisponíveis na água potável varia em 
função das características geológicas dos locais de captura e dos processos de tratamento e 






distribuição (LaZerte et al. 1997; Health Canada, 1998). Contudo, a água como veículo de 
exposição oral a alumínio parece, duma maneira geral, não fornecer, em média, mais do 
que ~1% da quantidade diária de alumínio ingerida pelos seres humanos (Water Research 
Center, 1990). Pelo contrário, os demais alimentos surgem como a principal fonte de 
alumínio para os seres humanos saudáveis, variando, consideravelmente, a quantidade 
ingerida em função da composição da dieta (Pennington, 1987; Greger & Sutherland, 
1997). 
Tal como referido anteriormente (pág. 48), o teor em alumínio da água fornecida aos 
ratos utilizados neste trabalho foi inferior a 12 g/l, enquanto que a ração continha 
aproximadamente 158 mg de Al
3+
/kg de ração. A opção pelo regime de alimentação ad 
libitum não permitiu calcular a quantidade total de alumínio ingerida ao longo do período 
experimental. Porém, os resultados obtidos demonstram que a administração diária de 0,03 
g AlCl3 provocou a alteração da disponibilidade sistémica do alumínio e que a 
administração de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses (0,03 g AlCl3/dia) provocou um 
aumentou de ~7 ng Al
3+
/mg de proteína no conteúdo em alumínio dos terminais pré-          
-sinápticos isolados (Figura III.7). É importante referir que os terminais nervosos parecem 
constituir locais privilegiados de acumulação do alumínio, pois, mesmo nas situações 
controlo os níveis quantificados foram da ordem dos 10-11 ng Al
3+
/mg de proteína, 
enquanto que nos homogeneizados totais de cérebro não ultrapassaram os 2-3 ng Al
3+
/mg 
de proteína (Figura III.8). Por outro lado, após administração, a concentração de alumínio 
nos homogeneizados totais de cérebro foi de 2,8 ± 0,5 ng Al
3+
/mg de proteína. 
Os mecanismos subjacentes à acumulação de alumínio no tecido nervoso não estão 
completamente esclarecidos. Vários processos de translocação através das biomembranas 
(transporte activo, endocitose e difusão facilitada) têm sido analisados, de forma a 
conhecer a sua contribuição relativa na homeostasia global do alumínio na célula. O 
transporte do alumínio parece aumentar significativamente na presença de 
“transportadores” membranares apropriados, assim como na presença de fortes ligandos 
intracelulares (Fatemi et al., 1991; Panchalingam et al., 1991; Ackley & Yokel, 1997; 
Deng et al., 2000; Lévesque et al., 2000; Campbell et al., 2001; Yokel et al., 2002). Os 
resultados apresentados confirmam os anteriormente obtidos por outros investigadores, que 
demonstraram que o alumínio administrado por via oral pode atravessar a barreira 
hematoencefálica e provocar o aumento da quantidade de alumínio no cérebro (Lal et al., 






1993; Golub et al., 1995; Walton et al., 1995; Domingo et al. 1996; Jouhanneau et al., 
1997; Deng et al., 2000). Por outro lado, as diferenças encontradas entre os aumentos da 
quantidade de alumínio nos sinaptossomas de córtex cerebral (Figura III.7) e nos 
homogeneizados totais de cérebro (Figura III.8) podem contribuir para explicar os 
resultados, aparentemente discordantes, obtidos por outros investigadores. Glynn et al. 
(1995) não observaram qualquer variação dos níveis de alumínio no cérebro total do rato 
após ingestão de água contendo AlCl3 (4 mg/l) durante 10 semanas (Glynn et al., 1995) e 
Domingo et al. (1996) não encontraram qualquer variação dos níveis do alumínio no córtex 
cerebral após administração diária de 50 e 100 mg de AlCl3 por kg de peso corporal, 
durante 6,5 meses (Domingo et al., 1996). Nas nossas condições experimentais só foi 
possível observar um aumento estatisticamente significativo da quantidade de alumínio 
acumulado no cérebro, quando a análise foi efectuada nos sinaptossomas, o que parece 
reflectir a distribuição heterogénea deste metal pelos diferentes compartimentos celulares, 
tipos de células e regiões cerebrais. De facto, vários estudos ilustram a distribuição 
desigual do alumínio em diferentes regiões cerebrais (Andrási et al., 1995; Deloncle et al., 
1995; Domingo et al., 1996; Nostrandt et al., 1996; Ward et al., 2001), tipos de células 
(Lévesque et al., 2000; Farina et al., 2002) e compartimentos celulares (Szotowicz et al., 
1998; Miu et al., 2004). Além do mais, a ocorrência de acumulação de alumínio no cérebro 
varia em função da duração da exposição (Glynn et al., 1995; Domingo et al.,1996), da 
dose (Greger, 1993; Glynn et al., 1995), do composto administrado (Allain et al., 1996; 
Taylor et al., 1998) e da via de administração (Greger, 1993). 
A toxicidade do alumínio não se manifesta apenas ao nível do sistema nervoso, e as 
diferenças individuais no metabolismo e na permeabilidade ao alumínio contribuem para o 
desenvolvimento de efeitos tóxicos (Walton et al., 1995; Kaneko et al., 2004). A partição 
do alumínio pelos diferentes órgãos e tecidos animais é distinta, tanto em indivíduos 
sujeitos a intoxicação comprovada como em indivíduos “não intoxicados” (Alfrey et al., 
1980; Di Paolo et al., 1997; Greger & Sutherland, 1997). Por exemplo, as concentrações 
elevadas de alumínio encontradas nos pulmões reflectem, essencialmente, a exposição por 
inalação das partículas de alumínio existentes no ar (Venugopal & Luckey, 1978; Ganrot, 
1986), enquanto que a elevação das concentrações nos ossos, fígado e baço evidenciam, 
fundamentalmente, a absorção do alumínio por via gastrointestinal (Yokel &McNamara, 
2001). 






No presente estudo, para além do cérebro, apenas se analisou a quantidade de 
alumínio no coração, no fígado e nos rins (Figura III.8). Nos ratos controlo, os valores da 
concentração de alumínio foram, respectivamente, ~4,5; ~1,8 e ~3,7 ng Al
3+
/mg de 
proteína, enquanto estes valores, após a administração oral de 0,03 g de AlCl3/dia durante 
4 meses, foram, respectivamente, ~3,6; ~1,0 e ~7,1 ng Al
3+
/mg de proteína. Por 
conseguinte, foi bem notório o aumento da concentração de alumínio no rim, que poderá 
também traduzir o facto dos animais terem sido sacrificados no dia subsequente ao término 
do período de exposição. 
Considerando o volume médio dos sinaptossomas isolados a partir do córtex cerebral 
igual a 3,2 µl/mg de proteína (Scott & Nicholls, 1980), após o período de exposição o valor 
da concentração total de alumínio nos sinaptossomas isolados a partir do córtex deveria ser 
de ~202 µM. Concentrações mais elevadas, da ordem dos 500 M, foram encontradas, por 
exemplo, nas placas senis características das encefalopatias (Crapper et al., 1973). Em 
termos clínicos, a associação entre a intoxicação crónica por via sistémica e o 
aparecimento de encefalopatias em pacientes urémicos em hemodiálise está bem 
documentada (Wills & Savory, 1988; Meiri et al., 1993; Burwen et al., 1995; Wolff et al., 
2002). A quantificação post-mortem das concentrações de alumínio no cérebro de 
pacientes com encefalopatia de diálise revelou serem estas 10 a 12 vezes superiores ao 
normal (Wolff et al., 2002), enquanto que o aumento produzido pelo protocolo de 
exposição usado foi apenas de 1,6 vezes nos terminais pré-sinápticos isolados. Deste 
modo, parece que as condições de exposição escolhidas podem, de algum modo, simular 
uma situação de intoxicação crónica, por via oral, sem efeitos neurológicos subclínicos 
notáveis. 
A administração de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses (0,03 g AlCl3/dia), não 
alterou o peso corporal dos ratos. Considerando que o peso inicial dos ratos era de 249,0 ± 
5,8 g, a dose administrada corresponde a ~120 mg/kg de peso corporal. Ao longo do 
período experimental (4 meses) observou-se um incremento do peso corporal de todos os 
ratos (~130-140 g), sendo este incremento semelhante nos ratos expostos a alumínio e nos 
ratos controlo (Figura III.6). Diminuições significativas do peso corporal em resultado da 
exposição prolongada do rato a alumínio foram observadas por diversos investigadores 
(Lal et al., 1993; Rajasekaran, 2000; Colomina et al., 2002). No entanto, estas alterações 
parecem ser acentuadas pela inibição da ingestão de alimento. De facto, Lal et al. (1993) 






observou uma diminuição (13%) após 180 dias de administração de AlCl3, 12 mg /dia/kg 
de peso corporal, enquanto que a administração de 16 mg /dia/kg de peso corporal 
provocou uma diminuição mais acentuada (19%) do peso corporal, acompanhada de uma 
redução do consumo de alimentos (~36%), em apenas 30 dias (Rajasekaran, 2000). 
Vários estudos utilizaram baterias de testes comportamentais para avaliar 
competências gerais e específicas do sistema nervoso, após exposição oral a alumínio 
(Clauberg & Joshi,1992; Lal et al., 1993; Domingo et al., 1996; Strys-Ponsar et al., 1997). 
Os resultados demonstraram que os níveis de actividade exploratória e locomotora dos 
ratos não eram afectados pela exposição oral a nitrato ou cloreto de alumínio em doses 
inferiores a 100 mg/kg de peso corporal e por períodos não superiores a 6,5 meses. De 
forma similar, nas nossas condições experimentais, a exposição a alumínio não induziu 
alterações significativas nos níveis de desempenho no teste em campo aberto (Tabela 
III.1). No teste de evitamento passivo registou-se uma tendência de aumento do valor 
médio de latência subsequente de resposta (Tabela III.2). No entanto, tal como referido 
anteriormente (pág. 60) não foi avaliada a sensibilidade à dor dos ratos pertencentes aos 
grupos controlo e de exposição. Por conseguinte, o alongamento da extinção do 
comportamento de evitamento passivo registado pode não espelhar um melhoramento das 
competências de aprendizagem/memória, mas reflecte, inequivocamente, uma alteração 
comportamental indicativa de neurotoxicidade induzida pelo protocolo de exposição 
crónica a alumínio usado neste trabalho. Outros investigadores têm observado profundas 
alterações de comportamento induzidas pela administração de AlCl3 por via oral, em doses 
superiores às usadas neste trabalho. Jing e colaboradores (2004) administraram 500 mg/kg 
de peso corporal durante 3 meses e testaram a capacidade dos ratos na aprendizagem e 
memória pelo teste de “Morris Water Maze”. Estes investigadores observaram que os ratos 
expostos a alumínio levaram mais tempo a encontrar a plataforma submersa, o que indica 
uma degradação da capacidade de aprendizagem e memória. Rajasekaran (2000) 
administrou 260 mg/kg de peso corporal durante um período de tempo mais curto (30 dias) 
e observou uma diminuição significativa na actividade motora espontânea, um índice de 
comportamento motivado, porque é um comportamento exploratório num novo ambiente. 
Por outro lado, compostos de alumínio quando administrados por via intraperitonial 
provocam alterações comportamentais em doses bastante mais reduzidas. A administração 
de lactato de alumínio (10 mg/kg/dia) durante 4 semanas diminui a capacidade de 






aprendizagem no teste de evitamento passivo (Julka et al., 1995), enquanto que foi 
observada uma diminuição na tarefa de condicionamento ao medo e maior dificuldade na 
aprendizagem das respostas condicionadas após a administração de gluconato de alumínio 





)ATPase é uma enzima transmembranar, cuja actividade é muitas vezes 
avaliada em estudos neurotoxicológicos, como indicador da actividade da membrana 
plasmática das células nervosas (Hussain et al., 1987; Pal et al., 1993; Fritz et al., 1999; 
Kakko et al., 2003; Yallapragada et al., 2003; Carageorgiou et al., 2004). A vantagem da 




)ATPase em ensaios de neurotoxicidade é 
plenamente justificada pela importância desta enzima na sustentação da excitabilidade 
neuronal, uma das principais propriedades do sistema nervoso, e pela elevada sensibilidade 





converte a energia obtida a partir da hidrólise de ATP em energia electroquímica, ao 




 através da membrana plasmática. Estes, por sua vez, são 
as principais fontes energéticas dos sistemas de transporte activo secundário e 
desempenham um papel fundamental na condução e transmissão do impulso nervoso e na 




)ATPase causa profundas alterações no 
funcionamento do sistema nervoso, podendo conduzir à morte neuronal (Lees & Leong, 
1994). 
A administração de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses (0,03 g AlCl3/dia), não 
alterou a ultra-estrutura característica da fracção sinaptossomal (Figura III.9), a integridade 
da membrana plasmática (Tabela III.3), nem o potencial de carga energética adenílica 
(Tabela III.4) dos terminais pré-sinápticos isolados a partir do córtex cerebral do rato. 





)ATPase (Figura III.13) antecede as alterações profundas da integridade da 
membrana pré-sináptica e da produção de ATP, consideradas como indicadores primários 
da viabilidade celular (Hardie & Hawley, 2001; Nicholls & Budd, 2000). A relevância da 




)ATPase seria ínfima, 
no caso deste efeito ser apenas observável em concomitância com a modificação dos 
parâmetros referidos. Por outras palavras, os resultados obtidos sugerem o envolvimento 




)ATPase no mecanismo de acção neurotóxica do alumínio. 






Como já foi referido anteriormente, a administração de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 





)ATPase, mas não modificou a acumulação de GABA pelos sinaptossomas 
isolados a partir do córtex cerebral (Figura III. 14). O transporte activo de GABA pelos 





)ATPase (Figura III. 26; Santos et al., 1990; Sakai et al., 1990), pelo que pode ser 
considerado como um indicador das alterações da magnitude do gradiente transmembranar 
de Na
+
. No modelo experimental utilizado, a capacidade de acumulação de GABA 





nos terminais sinápticos intactos parece ser compatível com a manutenção dum gradiente 
electroquímico de Na
+
 de magnitude suficiente para suportar a actividade dos sistemas de 
transporte activo secundário, dependentes de Na
+
, presentes na membrana pré-sináptica. 
As propriedades prooxidantes do alumínio, nomeadamente a capacidade de potenciar 
a actividade oxidante dos metais de transição em sistemas biológicos (Gutteridge et al., 
1985; Halliwell, 1991; Oteiza et al., 1993; Bondy & Kirstein, 1996; Xie & Yokel, 1996; 
Amador et al., 1999; Yoshino et al., 1999), têm justificado a realização de muitos estudos, 
com o objectivo de esclarecer o papel das alterações do balanço prooxidante-antioxidante 
nos mecanismos da acção tóxica do alumínio (Bondy et al., 1998b; Exley, 2004; Oteiza et 
al., 2004; Gomez et al., 2005). Neste trabalho, foram quantificados os grupos sulfidrilo e 
carbonilo presentes na fracção sinaptossomal com recurso, respectivamente, ao reagente de 
Ellman (Figura III.12) e à reacção com DNPH em meio ácido (Figura III.11). Estes 
parâmetros, que monitorizam, primordialmente, o stress oxidativo ao nível das proteínas 
(Kurella et al., 1995; Shacter, 2000), apresentaram-se muito modificados em consequência 
da administração de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses (0,03 g AlCl3/dia). Observou-se 
uma diminuição significativa (~60%) dos grupos carbonilo e um aumento da velocidade 
inicial da produção de tionitrobenzoato, que poderá ser justificada pela maior exposição 
dos grupos SH ao DTNB. De forma similar, Yousef (2004) observou que o conteúdo em 
grupos SH do cérebro do coelho não foi alterado após exposição crónica a AlCl3. Nas 





acompanhado de modificações no balanço prooxidante-antioxidante global nos terminais 
pré-sinápticos do córtex cerebral, o que, por si só, poderia provocar a inibição da 










)ATPase. Esta enzima é inibida por promotores do stress oxidativo, tais como os 
radicais fenoxil, os radicais de óxido nítrico, o peróxido de hidrogénio, o hipoclorito de 
sódio e o 4-hidroxi-2-nonenal (Kurella et al., 1995; Boldyrev et al., 1997; Kurella et al., 
1999; Kadoya et al., 2003). 
Estudos anteriores indicam que o efeito estimulatório do alumínio na peroxidação 
lipídica induzida por Fe
2+
, em condições acídicas, é dependente da composição lipídica das 
membranas (Ohyashiki et al., 1996; Xie & Yokel, 1996). A interacção do Al
3+
 com a 
fosfatidilserina parece constituir um factor de facilitação da progressão de peroxidação 
(Gutteridge et al., 1985). A fluidez de membrana constitui um parâmetro apropriado para 
monitorizar alterações estruturais e funcionais ao nível das biomembranas e, 




)ATPase é extremamente sensível à própria 
organização da membrana plasmática (Kimelberg & Papahadjopoulos, 1972; Silvius & 
McEhhaney, 1982; Rauchová et al., 1999; Kadoya et al., 2003). O efeito da administração 
de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses (0,03 g AlCl3/dia) na fluidez da membrana 
sinaptossomal foi avaliado, usando as sondas TMA-DPH e DPH (Figura III. 10). Em 
resposta à administração de AlCl3, ocorreu a fluidificação das regiões hidrofóbicas (~8%) e 
hidrofílicas (~37%) da membrana sinaptossomal. Pandya e colaboradores (2001) também 
observaram a fluidificação da membrana plasmática sináptica após a administração 
prolongada (90 a 100 dias) de AlCl3 na dieta, numa dose idêntica à usada neste trabalho 
(100 mg AlCl3/kg de peso corporal). A maioria dos estudos dedicados à análise do efeito 




)ATPase indica que o aumento da 




)ATPase (Kimelberg, 1982; 
Shinitzky, 1984; Rabini et al., 2003). 
2. O colesterol modifica a acumulação do alumínio e a alteração da fluidez 
da membrana pré-sináptica induzida pela exposição a alumínio 
O modelo experimental apresentado neste trabalho e a realização de ensaios in vitro 
na presença de AlCl3 permitiram o estudo do efeito da razão molar CH/PLtotais na 
acumulação de alumínio e nas alterações da fluidez de membrana dos terminais nervosos 
do córtex cerebral induzidas pelo alumínio. 






Os resultados obtidos sugerem que a susceptibilidade à intoxicação por ingestão de 
alumínio pode ser condicionada pelo colesterol. Em primeiro lugar, foi observado que a 
redução da acumulação de alumínio nos terminais nervosos do córtex cerebral do rato está 
relacionada com a existência de valores reduzidos da razão molar CH/PLtotais (Figuras 
III.15 e 16). Em segundo lugar, a fluidificação da membrana plasmática sináptica (Figuras 
III.17 e 20.B) parece estar mais associada à redução da razão molar CH/PLtotais (Figura 
III.20.A), do que às alterações da composição em fosfolípidos da membrana (Figura III.18) 
ou à interacção directa do alumínio com os resíduos da membrana carregados 
negativamente (Figura III.19). 
Tal como referido anteriormente, as diferenças individuais no metabolismo e na 
permeabilidade ao alumínio podem contribuir para o desenvolvimento de eventos 
neurotóxicos (Walton et al., 1995). Apesar dos mecanismos subjacentes à acumulação de 
alumínio nos neurónios não ser bem conhecida, neste trabalho é claramente demonstrado 
que a administração oral de alumínio aumenta o conteúdo em alumínio dos terminais 
nervosos do córtex cerebral, o que está de acordo com observações anteriores (Glynn et al., 
1995; Walton et al., 1995; Deng et al., 2000). O transporte do alumínio parece aumentar 
significativamente na presença de “transportadores” membranares apropriados, assim 
como na presença de fortes ligandos intracelulares (Fatemi et al., 1991; Panchalingam et 
al., 1991; Ackley & Yokel, 1997; Deng et al., 2000; Lévesque et al., 2000; Campbell et 
al., 2001; Yokel et al., 2002). Além disso, a adsorção do alumínio ao nível das 
biomembranas parece ser dependente do conteúdo em fosfolípidos polares, tais como a 
fosfatidilcolina e a fosfatidilserina (Deleers et al., 1985, Akeson et al., 1989; Oteiza, 1994; 
Ohyashiki et al., 1998; Verstraeten et al., 1997; 1998; Verstraeten & Oteiza, 2000). Por 
outro lado, neste trabalho verificou-se que a razão molar de CH/PLtotais sinaptossomal 
parece influenciar a acumulação do alumínio nos terminais nervosos do córtex cerebral 
(Figuras III.15 e 16). Este efeito foi acompanhado pela redução significativa da razão 
molar fosfatidiletanolamina/fosfolípidos totais, enquanto que as razões molares 
esfingomielina/, fosfatidilcolina/ e fosfatidilserina/fosfolípidos totais não sofrem alteração 
(Figura III.18), indicando que, de entre os fosfolípidos analisados, a fosfatidiletanolamina 
sofreu uma diminuição mais acentuada. 
Apesar do mecanismo subjacente à redução da razão molar 
fosfatidiletanolamina/fosfolípidos totais não ter sido esclarecido, os resultados obtidos 






sugerem que a alteração do metabolismo e/ou do tráfego da fosfatidiletanolamina durante o 
período de exposição a alumínio não pode ser atribuída a modificações das etapas iniciais 
da síntese dos fosfolípidos ou da interconversão de fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina e 
fosfatidilserina. O envolvimento das fosfolipases como mediadores da redução do 
conteúdo em fosfatidiletanolamina induzida por exposição in vivo a alumínio parece pouco 
provável, pois quando presente em elevadas concentrações no meio de reacção, o alumínio 
inibe a actividade de fosfolipase (Jones & Kochian, 1997; Pina-Chable & Hernandez-         
-Sotomayor, 2001). Porém, não é conhecido o efeito do alumínio na actividade de 
fosfolipase D dos mamíferos, que é específica para a fosfatidiletanolamina (Kiss et al., 
1994; Mukherjee et al., 1996; Madesh & Balasubramanian, 1997; Kobayashi et al., 2001; 
Pettitt et al., 2001). No entanto, foi observado que o Al
3+
 activa a transesterificação da 
fosfatidiletanolamina pela fosfolipase D de Streptoyerticillium cinnamoneum (Ogino et al., 
1999). A contribuição do eventual efeito do alumínio na incorporação celular de 
fosfatidiletanolamina mediada por lipoproteínas (Urban et al., 2000; Gillotte-Taylor et al., 
2002) não pode ser excluída, uma vez que também foi detectada uma redução da 
fosfatidiletanolamina após o tratamento prolongado com Colestipol (Figura III. 18). Outra 
explicação possível para a diminuição do conteúdo em fosfatidiletanolamina é a 
diminuição específica deste plasmalogénio. Esta subclasse representa um dos principais 
alvos durante a lesão do sistema nervoso central por stress oxidativo e, por outro lado, é 
bem conhecida a interferência do alumínio no equilíbrio entre factores prooxidantes e 
antioxidantes ao nível celular (Kong et al., 1992; Gupta & Shukla, 1995; Farooqui et al., 
1997; Verstraeten et al., 1998; Guan et al., 1999; Farooqui & Horrocks, 2001; Ward et al., 
2001). É necessária uma análise detalhada do metabolismo e tráfego da 
fosfatidiletanolamina para estabelecer a natureza específica da interferência do alumínio 
com a fosfatidiletanolamina, uma vez que a alteração da razão molar 
fosfatidiletanolamina/fosfolípidos totais dos sinaptossomas constitui um indicador de 
instabilidade e de propriedades anormais da membrana (Moesgaard et al., 2000). 
A razão CH/PLtotais é considerada um factor determinante para a integridade da 
membrana e é inversamente proporcional à fluidez de membrana. A intercalação das 
moléculas de colesterol entre as cadeias acil dos fosfolípidos adjacentes, que restringe o 
empacotamento dos fosfolípidos (Weis & Haug, 1989; Verstraeten et al., 1997), pode 
facilitar a interacção do alumínio com os fosfolípidos polares e com as moléculas 






transportadoras. Numerosos estudos relatam a alteração do teor em colesterol das 
membranas celulares durante o envelhecimento (Calderini et al., 1983; Collins et al., 1991; 
Igbavboa et al., 1996), a alteração da fluidez de membrana em pacientes com a Doença de 
Alzheimer (Zubenko, 1990; Collins et al., 1991; Van Rensburg et al., 1994; Muller et al., 
1998; Fernandes et al., 1999) e a acumulação de alumínio no cérebro associada à Doença 
de Alzheimer e ao envelhecimento (McDermott et al., 1979; Roberts et al., 1998). Por 
conseguinte, é importante investigar a relevância fisiológica do efeito da razão molar de 
CH/PLtotais na acumulação de alumínio a nível celular (Figuras III.15 e 16), uma vez que a 
acção modeladora do colesterol em inúmeras proteínas integrais da membrana é mediada 
por mecanismos diversos (Brown & London, 1998; Simons & Toomre, 2000; Fielding, 
2001; Haines, 2001; Nicholls & Lippincott-Schwartz, 2001; Stoffel-Wagner; 2001; 
Zajchowski & Robbins, 2002). 
A fluidificação induzida, in vivo, pelo alumínio na membrana plasmática sináptica 
(Figura III.20.B) não pode ser explicada pela eficácia do alumínio em promover agregação 
e fusão dos fosfolípidos carregados negativamente, que parece promover rigidificação e 
não a fluidificação das biomembranas (Ohba et al., 1994; Julka & Gill, 1996; Verstraeten 
et al., 1997; Verstraeten & Oteiza, 2000). Além disso, nas nossas condições experimentais, 
a incubação in vitro de sinaptossomas com AlCl3, em concentrações na ordem dos 
micromolar, originou a rigidificação da membrana sinaptossomal, especialmente ao nível 
da região hidrofílica (Figura III.19). Esta observação está de acordo com os resultados 
obtidos noutros laboratórios (Van Rensburg et al., 1992; Ohba et al., 1994; Verstraeten et 
al., 1997; Zatta et al., 1997; Verstraeten et al., 2002). Assim, além da capacidade do Al
3+
 
promover a formação de agregados de fosfolípidos carregados negativamente, durante a 
exposição in vivo, o alumínio também promove modificações que conduzem ao aumento 
da mobilidade molecular no interior da membrana plasmática sináptica. Também Pandya e 
colaboradores (2001) observaram uma fluidificação da membrana plasmática sináptica de 
ratos sujeitos a exposição crónica a alumínio. Um efeito global fluidificante semelhante foi 
observado em plaquetas, em resposta à exposição a alumínio, tendo sido interpretado como 
reflectindo o aumento, induzido pelo alumínio, da contribuição do retículo endoplasmático 
para o sinal de polarização de fluorescência do DPH (Van Rensburg et al., 1992). No 
presente trabalho, o DPH e o TMA-DPH foram usados como sondas para monitorizar a 
fluidez de membrana. As alterações mais marcantes induzidas pelo alumínio na fluidez de 






membrana foram observadas com o TMA-DPH (Figura III.17), cuja ligação à membrana 
plasmática é mais forte do que a do DPH, devido à ancoragem de superfície ser mediada 
pelo substituto catiónico trimetilamónio (Kuhry et al., 1983). Além disso, não foram 
detectadas alterações no sinal de fluorescência durante o período de quantificação. A 
fluidificação das membranas dos sinaptossomas, isolados a partir de córtex cerebral de rato 
após exposição in vivo a alumínio, parece correlacionar-se com a enorme redução da razão 
molar CH/PLtotais na membrana plasmática (Figura III.20). 
A síntese e utilização do colesterol estão rigorosamente reguladas, devido ao papel 
desta molécula na estrutura e função das biomembranas. A reacção catalisada pela HMG-  
-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A) redutase é o passo limitante da biossíntese do 
colesterol. Esta enzima é regulada por um complexo mecanismo, que envolve vias de 
sinalização mediadas por AMP cíclico (Bloch, 1965; Goldstein & Brown, 1990). Em suma, 
um aumento da produção do AMP cíclico promove a inactivação da HMG-CoA redutase e 
consequente diminuição da síntese de colesterol. Recentemente, foi demonstrado que a 
ligação e transferência do colesterol das biomembranas para as apolipoproteínas, o passo 
inicial do transporte reverso (contrafluxo) do colesterol, é modulado pelo AMP cíclico 
(Bortnick et al., 2000). Estes mecanismos podem ser relevantes para explicar a diminuição 
na razão molar CH/PLtotais na membrana sináptica plasmática induzida pelo alumínio 
(Figuras III.15 e 16), pois a elevação dos níveis de AMP cíclico aparece associada à 
neurotoxicidade do alumínio (Jope & Johnson, 1992). Vários estudos são concordantes 
com a hipótese de que a interacção do alumínio com elementos das vias de transdução de 
sinal são, aparentemente, eventos iniciais das lesões celulares resultantes da exposição a 
alumínio (Cochran et al., 1990; Johnson et al., 1990; Haug et al., 1994; Shafer & Mundy, 
1995; Yokel, 2000). A aparente baixa permutabilidade do colesterol nas membranas 
neuronais quando comparada com a registada noutros sistemas de biomembranas (Nemecz 
et al., 1988; Wood et al., 1990; Schroeder et al., 1991, 1995; Rao et al., 1993), tal como a 
especificidade da homeostasia do colesterol no cérebro (Dietschy & Turley, 2001), podem 
contribuir para a explicar os diferentes efeitos do alumínio na fluidez de membrana e na 
actividade funcional das membranas de diferentes origens. Como a microviscosidade da 
membrana é essencial para o funcionamento neuronal, uma alteração na razão molar 
CH/PLtotais por intoxicação por alumínio, pode causar desempenho insuficiente a nível 
cerebral. Em particular, a alteração induzida por alumínio na razão molar CH/PLtotais dos 






sinaptossomas pode modificar os domínios ricos em colesterol no interior da membrana 
sináptica plasmática. Estes domínios da membrana são especialmente importantes para a 
transdução de sinais, processos de transporte, adesão, crescimento e apoptose (Masserini et 
al., 1999; Simons & Ikonen, 2000). 
Em conclusão, em sinaptossomas isolados a partir do córtex cerebral do rato após 
administração de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses (0,03 g AlCl3/dia), a capacidade de 
acumulação de alumínio correlaciona-se com as alterações na composição da membrana 
em colesterol e com os parâmetros de ordem dos lípidos, que, por sua vez, dependem do 
conteúdo em alumínio dos sinaptossomas. Por outro lado, o efeito fluidificante ao nível da 
membrana plasmática sináptica induzido por administração, in vivo, de AlCl3 (Figura III.17 
e 20.B), não foi observado quando os sinaptossomas foram incubados na presença de AlCl3 
(Figura 19). De facto, nestas condições, verificou-se a diminuição da fluidez de membrana, 
de uma maneira dependente de concentração e independente da razão molar CH/PLtotais. 





concentrações elevadas de ATP 





anteriormente descrito (págs. 117 e 119), foi também observado quando os sinaptossomas 
foram incubados na presença de AlCl3 (Figura III.22). 





(EC 3.6.3.9) das demais fosfohidrolases presentes nas amostras biológicas. A sensibilidade 




)ATPase de diferentes origens está bem estabelecida (Blanco & 
Mercer, 1998). Na Figura III.21, que representa a dependência da actividade hidrolítica de 
ATP em função da concentração de ubaína, está patente o perfil típico da curva “dose-       
-resposta” para a inibição da actividade da (Na+/K+)ATPase pela ubaína (Berrebi-Bertrand 





)ATPase sinaptossomal à ubaína (Figura III.21), tal como já tinha 
sido evidenciado por Caspers e colaboradores (1994), que demonstraram que o AlCl3 não 
modifica a afinidade para a ligação da ubaína até concentrações de 100 μM. Do mesmo 
modo, a presença de alumínio no meio de reacção não modificou a concentração de ubaína 















)ATPase, foi inibida por AlCl3, de uma 
maneira dependente de concentração (Figura III.22). Na presença de Mg-ATP 500 M, 
que corresponde à concentração saturante nas condições experimentais utilizadas, registou-




)ATPase após incubação 
com AlCl3 300 M. Na presença de AlCl3 30 M foi observada uma inibição significativa 
(p<0.01) de 30%, enquanto que para concentrações superiores a 75 M foi verificado um 
efeito inibitório quase máximo. Estes resultados, obtidos em sinaptossomas previamente 




)ATPase é sensível a AlCl3 na gama de 
concentrações micromolares (Caspers et al., 1994). Usando sinaptossomas intactos, são 
necessárias concentrações mais elevadas de AlCl3 (Lai et al., 1980a) ou períodos mais 




)ATPase na mesma 
extensão, sugerindo que a acumulação de alumínio nos sinaptossomas deve preceder o 
efeito inibitório. 




)ATPase não é inibida por AlCl3 na 
presença de concentrações baixas, não saturantes, de Mg-ATP (Figura III.22). O facto do 
alumínio se ligar ao ATP com uma afinidade mais elevada do que o magnésio (Martin, 
1986; van Rensburg et al., 1997) e o complexo Al-ATP ter sido identificado no citoplasma 
dos eritrócitos (Panchalingam et al., 1991), não implica que o complexo Al-ATP compita 
com o Mg-ATP para a ligação ao centro catalítico. Pelo contrário, há evidências de que o 





induzida pelo AlCl3, uma vez que o AlCl3 actua como um inibidor não competitivo 
reversível relativamente ao ATP, quando o MgCl2 2 mM e AlCl3 100 M estão presentes 
simultaneamente no meio de reacção (Caspers et al., 1994). Além do mais, nas nossas 




)ATPase induzida pelo AlCl3 permaneceu 
inalterada, quando a concentração de MgCl2 no meio de incubação foi aumentada até 60 





)ATPase é composta por igual quantidade estequiométrica de dois 
polipeptídeos, as subunidades  e , e um terceiro componente não obrigatório, a 





)ATPase apresenta uma estrutura oligomérica de protómeros , as 




 e pela actividade catalítica 






(Takeda & Kawamura, 2001). A análise comparativa dos parâmetros cinéticos, calculados 
a partir das curvas “substrato-velocidade” da (Na+/K+)ATPase em diferentes condições, foi 
anteriormente usada para demonstrar que a estrutura quaternária é importante para o 
comportamento cinético da enzima (Boldyrev & Fedosova, 1990; Lopina et al., 1995; 
















































Os estados conformacionais da enzima, E1 e E2 são representados por, respectivamente, 
círculos e quadrados. O sombreado representa as subunidades ligadas ao ATP. K1, K2 e K3, 
constantes de equilíbrio da ligação de baixa afinidade do ATP às subunidades; L, constante 
de equilíbrio do processo de oligomerização; Pi, fosfato inorgânico; κ0, constante cinética 
de conversão de E2 para E1 (adaptado de Boldyrev et al., 1991). 
 




)ATPase sinaptossomal em função da 
concentração de Mg-ATP (Figura III.24, linha -) afastou-se do padrão hiperbólico, 
exibindo um “plateau” intermédio, ilustrando os efeitos, de alta e baixa afinidade, do ATP 




)ATPase integrada na membrana sinaptossomal. A análise 
detalhada da actividade, dependente de ATP, da enzima solubilizada e da enzima integrada 
em membranas, mostrou que a cooperatividade negativa observada na presença de ATP é 
inerente ao protómero , e representa o efeito do nucleotídeo ao nível dos locais de 
ligação de alta afinidade (Ward & Cavieres, 1993). Por outro lado, a cooperatividade 






positiva na ligação de baixa afinidade do ATP reflecte a capacidade do ATP acelerar o 
passo limitante do ciclo enzimático, que parece ser grandemente comprometido sob 
condições que favorecem a desorganização das interacções inter-protoméricas no seio do 




)ATPase quando inserida na membrana 
plasmática (Boldyrev & Fedosova, 1990). 
A incubação de sinaptossomas congelados/descongelados com AlCl3 300 M, 
concentração que promoveu a inibição máxima (Figura III.22), reduziu drasticamente a 




)ATPase por concentrações elevadas de Mg-ATP (>150 
M), enquanto que a dependência da actividade enzimática em função da concentração do 
substrato permaneceu inalterada na gama de baixas concentrações de Mg-ATP (<20 M) 
(Figura III.24, linha -). Os ensaios da dependência da actividade da (Na+/K+)ATPase 
em função da concentração de ATP efectuados com sinaptossomas congelados/congelados, 
isolados a partir do córtex cerebral dos ratos pertencentes ao grupo de exposição a AlCl3, 
revelaram que a exposição in vivo a AlCl3 parece produzir uma modificação idêntica no 
comportamento cinético da enzima (Figura III.24, linha ∆-∆). De facto, na gama de 





)ATPase em função da concentração de ATP, após exposição crónica 
a AlCl3 foi coincidente com a obtida na presença de AlCl3 300 M, e exibiu uma menor 
redução da activação da enzima pelas concentrações mais altas de Mg-ATP (>150 M). 





)ATPase foi inibida significativamente (32%). É importante notar que, nestas 




)ATPase reflecte a acção do 
alumínio durante o período de exposição, uma vez que não foi adicionado ao meio de 
reacção. Tal como referido anteriormente (pág. 113), a administração de 3,60 g de AlCl3 ao 
longo de 4 meses (0,03 g AlCl3/dia) causou um aumento de 1,7 vezes do conteúdo em Al
3+
 
da fracção sinaptossomal. É interessante notar que Sarin et al. (1997a, b) observaram uma 




)ATPase induzida por exposição 
crónica do macaco a alumínio, que provocou um aumento de 1,9 vezes na acumulação de 
Al
3+





sinaptossomal após exposição in vivo a AlCl3, bem como os resultados apresentados na 










)ATPase por AlCl3 não pode ser atribuída 
à formação do complexo Al-ATP nas condições experimentais utilizadas. 




)ATPase sinaptossomal foi 
caracterizado com recurso a uma equação que consiste na combinação de dois termos de 
Hill, que correspondem a uma modificação da equação inicialmente proposta por Boldyrev 
e colaboradores (Boldyrev & Kurella, 1996; Boldyrev et al., 1991) (ver “Materiais e 
métodos”). Verificou-se que o valor de nH (coeficiente de Hill da reacção hidrolítica) 
permaneceu inalterado após a exposição a AlCl3, apresentando valores de 0,7 (condição 
controlo), 0,8 (exposição in vitro) e 0,8 (exposição in vivo). Pelo contrário, os valores de n 
(número máximo de protómeros que interagem no conjunto oligomérico) foram alterados 
significativamente após exposição in vivo e in vitro a AlCl3. A exposição a alumínio 
induziu uma diminuição de 1,5 vezes no valor de n, tendo sido obtidos valores de 8,0 





)ATPase decorreu à Vmáx (velocidade máxima da reacção global) de 281 
nmol Pi/min/mg proteína na condição controlo, enquanto que após exposição in vitro e in 
vivo a AlCl3 os valores de Vmáx foram, respectivamente, 78 e 154 nmol Pi/min/mg proteína. 
Os resultados obtidos parecem indicar que nestas condições experimentais, o alumínio 
pode interferir com o passo limitante da reacção global de ATPase na presença de 





)ATPase integrada na membrana sinaptossomal. Esta conclusão é 
também apoiada pela observação prévia de que a exposição de sinaptossomas in vitro a 








 (Caspers et al., 1994). 





)ATPase, através da interacção com os locais de ligação dos 
nucleótidos de alta e baixa afinidade (Boldyrev & Svinukhova, 1982; Thoenges et al., 
1999). Tal como pode ser observado na Figura III.25, quando o UTP foi usado em 
substituição do ATP, não foi observada cooperatividade positiva para uma gama alargada 
de concentrações de substrato, e o curso da reacção enzimática permaneceu inalterado na 
presença de AlCl3. Estes resultados estão de acordo com os apresentados nas Figuras III.22 
e III.24, onde o efeito inibitório do alumínio não foi observado na presença de 
concentrações baixas de ATP, e, desse modo, constitui uma evidência adicional da 










)ATPase ao nível dos locais de 
ligação de baixa afinidade mais do que ao nível da fosforilação da enzima, que requer 
baixas concentrações de ATP e ocorre na presença de UTP. 





induzida pelo AlCl3 não ter sido completamente descrito, estes resultados demonstram 
claramente que ambas as exposições, in vivo e in vitro, a alumínio produziram apenas uma 
inibição parcial da actividade da enzima na presença de elevadas concentrações de ATP (> 
150 M), enquanto que para baixas concentrações de ATP (< 20 M) ou quando o UTP foi 




)ATPase não foi inibida. Adicionalmente, as 
exposições in vivo e in vitro a AlCl3 diminuíram o número de protómeros que interagem 





)ATPase encontra-se principalmente no estado de elevada 
oligomerização (octómero) e na presença de AlCl3 predomina a forma tetraprotomérica. É 
interessante notar que estudos detalhados da interacção nos oligómeros indicam que a 




)ATPase na membrana plasmática de diferentes origens é a 
composição tetraprotomérica de subunidades -  (Taniguchi et al., 2001). Neste trabalho, 
a exposição in vivo e a exposição in vitro (incubação durante 5 min com AlCl3) foram 
igualmente eficientes a promover a redução da interacção inter-protomérica [n=5,5 
(exposição in vitro) e n=5,4 (exposição in vivo)]. 
De acordo com o modelo de Albers-Post (Figura I.2), o passo limitante no ciclo 




)ATPase é a transição de conformação 
de E2(K2) para a conformação E1. Este passo é acelerado pela ligação do ATP a locais de 
ligação de baixa afinidade da enzima no estado conformacional E2 (Mimura et al., 1993; 
Thoenges et al., 1999). O efeito estimulatório do ATP é mais pronunciado quando a 





)ATPase oligomérica possui maior afinidade para o ATP do que quando na 
forma protomérica (Boldyrev & Fedosova, 1990; Boldyrev et al., 1991). Caspers e 





)ATPase no estado conformacional E2 fosforilado, pois o AlCl3 estimula a ligação 




)ATPase sem alterar a afinidade da ligação. Goldshleger e Karlish 






demonstraram que o Fe
2+
, quando presente em concentrações elevadas, induz a redução da 
velocidade de transição de E2 para E1 (Goldshleger & Karlish, 1999). 
Uma vez que tanto a exposição in vivo como a exposição in vitro a AlCl3 produziram 




)ATPase com as mesmas características principais, seria 
interessante saber se o alumínio interage com a molécula da enzima e discernir se o efeito 
do alumínio é directo na estrutura da enzima ou se, pelo contrário, modifica indirectamente 




)ATPase (Sweadner, 1992; Blanco & Mercer, 1998; Lopina, 2000; 
Mobasheri et al., 2000; Therien & Blostein, 2000; Boldyrev, 2001; Jorgensen & Pedersen, 
2001). 
Apesar do mecanismo molecular das interacções inter-protoméricas não estar 
completamente esclarecido, foi sugerido que a estabilidade dos oligómeros depende da 
oxidação das ligações S-S dos resíduos de cisteína, localizados na ansa entre os segmentos 
transmembranares M1-M2, M4-M5, e M8-M10 (Koster et al., 1995; Sarvazyan et al., 1995; 
Sweadner & Donnet, 2001). Anteriormente foi observada a existência de correlação 





cérebro e do rim por espécies reactivas de oxigénio e de diminuição do número de grupos 





)ATPase foram também observadas alterações nos parâmetros cinéticos, 
consistentes com quebra da interacção protómero-protómero. 
A Figura III.27 mostra que a incubação dos sinaptossomas, previamente 
congelados/descongelados, com AlCl3 300 M produz uma redução ligeira (24%), mas 
significativa (p<0,001) da concentração dos grupos sulfidrílo, determinada pela reacção 
colorimétrica com DTNB. Nas preparações biológicas, a ligação do alumínio no estado de 
oxidação 3+ (Al
3+
) é essencialmente de natureza electrostática e ocorre preferencialmente 
com ligandos dadores de oxigénio e não com grupos sulfidrilo (Martin, 1986). Porém, 
Katyal et al. (1997) observaram uma diminuição dos tióis do cérebro e da actividade da 
ATPase durante a administração oral crónica de alumínio (Katyal et al., 1997). É 
importante relembrar que não foi possível observar uma redução significativa na 
concentração de grupos SH após a administração de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses 
(0,03 g AlCl3/dia), mas sim a facilitação da reacção com DTNB (Figura III.12). Porém, 






como os grupos SH foram quantificados nos sinaptossomas, estes resultados devem ser 
interpretados como indicativos da capacidade do AlCl3 diminuir o número dos grupos de 
sulfidrílo reactivos e aumentar a sua acessibilidade ao DTNB, e não como uma evidência 




)ATPase induzida pelo 
AlCl3. 





proporciona a redução da velocidade de hidrólise de ATP e da transição da conformação 
E1 E2, para além de prevenir a oligomerização (Huang et al., 1994; Boldyrev et al., 1997; 
Kurella et al., 1997; 1999; Lehotsky et al., 1999). É interessante notar que as isoformas 1, 




)ATPase revelaram resistências distintas à oxidação por radicais livres, 
o que parece estar relacionado com a localização dos resíduos de cisteína ao longo do 
polipeptídeo. A isoforma 1 contém menos resíduos de cisteína expostos ao citoplasma e é 
mais resistente a danos oxidativos e menos sensível a ubaína, enquanto que as isoformas 2 
e 3 exibem mais grupos sulfidrílo expostos ao espaço intracelular e maior sensibilidade à 
ubaína e ao stress oxidativo (Vasilets & Schwarz, 1993; Kurella et al., 1995). Por outro 





)ATPase competências funcionais distintas nos diferentes tecidos e tipos de células 
(ver Blanco & Mercer, 1998; Cornelius & Mahmmoud, 2003; Jorgensen et al., 2003; 
Kaplan, 2002; Mobasheri et al., 2000, para revisões recentes). Por conseguinte, é lógico 





induzida pelo AlCl3, e/ou a alteração nos níveis de expressão das diferentes isoformas da 





função da sua composição em isoformas. 





)ATPase não diminuíram no rim, no coração e no cérebro do rato após 
administração de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses (0,03 g AlCl3/dia). A análise 
quantitativa das curvas “dose-resposta” da ubaína e a análise por imunodetecção, usando 
anticorpos directamente contra sequências específicas de aminoácidos das subunidades α1, 




)ATPase (Figuras III.28, 29, 31 e 32), revelaram que a 
exposição a alumínio não modificou nem a expressão relativa de cada uma das isoformas 






da subunidade catalítica nem o padrão de expressão das isoformas característico de cada 
tecido. A diminuição da expressão ao nível de uma das isoformas é normalmente 
compensada pelo aumento da expressão doutra isoforma (Charlemagne et al., 1994) ou é 
acompanhada por diminuição simultânea dos níveis de todas as isoformas, apesar de cada 
isoforma ser codificada por um gene diferente (Serluca et al., 2001). 
O padrão de expressão das isoformas da subunidade α após exposição in vivo a AlCl3 





)ATPase (Figuras III.13 e 30). Esta parece ser a primeira demonstração 
experimental de que a diminuição da actividade máxima da enzima induzida pelo alumínio 
não pode ser atribuída à redução do nível de expressão da subunidade catalítica. Estes 
resultados combinados com a similaridade marcante do efeito in vivo e in vitro do alumínio 
já descrito (Figura III.24), suportam a hipótese de que o alumínio actua nos mecanismos 
pós-translacionais de regulação ou interage directamente com a enzima. 
Nas nossas condições experimentais, o alumínio inibiu as três isoformas da 




)ATPase, o que é inconciliável com a hipótese da acção 
inibitória do alumínio ser mediada pelas proteínas FXYD. Estas subunidades reguladoras 
modificam as afinidades do Na
+
 e/ou do K
+
 da enzima e a sua acção é específica para 
determinados protómeros αβ e tecidos (Cornelius & Mahmmoud, 2003). Além do mais, 
não foram observadas alterações na activação da enzima por Na
+
 (Caspers et al., 1994). Tal 
como referido anteriormente, o alumínio não parece interagir directa ou indirectamente 




 e com os locais de ligação de ATP de alta 
afinidade, o que torna improvável a ocorrência do rearranjo não covalente do protómero αβ 
durante a exposição in vivo a AlCl3. Tipicamente, diferentes combinações α-β das 
subunidades com a mesma subunidade catalítica diferem no controlo da biossíntese e em 




 e para o ATP (Geering, 
2001). Além disso, os locais de ligação para o ATP e catiões estão localizados na 





)ATPase. A redução, induzida por AlCl3, da actividade da ATPase em condições 
que favorecem a activação máxima da enzima (Figuras III.13 e 30), e consistentemente 
observada por outros autores (Caspers et al., 1994; King et al., 1983; Lai et al., 1980a; Lal 
et al., 1993; Rao, 1992; Sarin et al., 1997a), é difícil de reconciliar com a simples 






dissociação, induzida por alumínio, das unidades protoméricas αβ, pois o efeito inibitório 
do alumínio requereu a presença de elevadas concentrações de ATP e não ocorreu quando 
UTP foi usado como substrato hidrolítico (Figura III.25). 





)ATPase resiste ao fraccionamento celular (isolamento de sinaptossomas) e ao 
ciclo de congelação/descongelação, o que parece implicar que este permanece na fracção 
membranosa. É interessante relembrar que in vitro são necessárias concentrações muito 
mais elevadas (na ordem dos micromolar) e a extensão da acção inibitória parece ser 
dependente do tempo (Caspers et al., 1994; Lai et al., 1980). Tendo em consideração todas 





envolver a ligação do alumínio a locais de alta afinidade e baixa acessibilidade. De facto, 
foi já sugerido que após exposição in vivo a alumínio, elevadas quantidades de alumínio 
permanecem ligadas a proteínas de elevado peso molecular (Julka et al., 1996). 
A realização de ensaios de exposição a AlCl3 in vivo e in vitro foi também crucial 
para estabelecer a relação entre as alterações da fluidez de membrana (Figuras III.10, 17, 





)ATPase (Figuras III.13, 22 e 24). O alumínio in vivo evidenciou um 
comportamento global fluidificante ao nível da membrana plasmática sináptica, enquanto 
que in vitro produziu o efeito contrário, isto é, observou-se a diminuição da fluidez de 
membrana, de uma maneira dependente de concentração e independente da razão molar 
CH/PLtotais. De facto, não ocorreu modificação da razão molar CH/PLtotais durante a 
incubação dos sinaptossomas na presença de AlCl3, sendo esta modificada durante a 





)ATPase manteve-se quando a fluidez de membrana aumentou (Figuras III.10, 
17 e 20.B) e a razão molar CH/PLtotais diminuiu (Figuras III.15 e 20.A). Sinensky e 
colaboradores (1979) observaram a existência de correlação entre o aumento da ordem 





)ATPase em células CHO. Também foi observado, in vivo, que a diminuição dos 
níveis de colesterol nas membranas dos eritrócitos e das plaquetas é acompanhada de um 




)ATPase (Lijnen et al., 1994). Rajasekaran 




)ATPase ao aumento 






(de 0,64 para 0,70) da razão molar CH/PLtotais e ao aumento (de 153,3 para 172,6 µg/mg de 
proteína) da concentração de colesterol nos eritrócitos do rato tratados com butationa 
sulfoximina. O estudo efectuado não monitorizou as alterações da viscosidade e da 





parecem afectar o rearranjo estrutural da enzima durante o ciclo catalítico (Cornelius, 










)ATPase por concentrações elevadas de ATP (Figura III.24) manteve-se inalterada 
independentemente do tipo de exposição a alumínio (in vivo ou in vitro). 
Julka & Gill (1996) também observaram que a exposição, in vitro e in vivo, a Al
3+
, 
produziu a diminuição da actividade da Ca
2+
-ATPase dos sinaptossomas isolados a partir 
de zonas distintas do cérebro (Julka & Gill, 1996). Uma vez que a quelação do alumínio 
pela desferroxamina repôs a actividade da enzima, os autores concluíram que o Al
3+
 pode 
interagir directamente com a Ca
2+





uma sequência de transições entre as conformações E1 e E2 durante o ciclo de 
bombeamento, que requer rearranjos estruturais profundos (Sweadner & Donnet, 2001). A 
administração in vivo de desferroxamina, usada habitualmente no tratamento dos pacientes 





durante a reperfusão após hipóxia-isquémia (Nakamura et al., 2000), induzir a recuperação 




)ATPase após hemorragia subaracnóide experimental (Bilgihan et 
al., 1994) e reverter os efeitos neurotóxicos induzidos pelo alumínio (Savory et al., 1998). 
Em condições fisiológicas normais, as concentrações de ATP submembranares são 





)ATPase. Adicionalmente, a estimulação de sinaptossomas isolados a 
partir de cérebro de rato aumenta a velocidade de produção de ATP sensível a ubaína 










, que constitui a força motriz do transporte de neurotransmissores para os terminais 




)ATPase, induzida pela administração 
de 3,60 g de AlCl3 ao longo de 4 meses (0,03 g AlCl3/dia), foi insuficiente para modificar a 
acumulação activa de GABA pelos sinaptossomas intactos (Figura III.14). No entanto, a 






presença de AlCl3 300 M no meio de incubação reduziu (38%) a quantidade de GABA 
acumulado (Figura III.26). Na presença simultânea de AlCl3 300 M e ubaína 50 M no 
meio de incubação, a extensão de redução máxima da acumulação de GABA permaneceu 





)ATPase, exercido tanto ao nível da actividade hidrolítica como da actividade de 
transporte, pode comprometer o funcionamento dos sistema de transporte activo 
secundário presentes na membrana pré-sináptica desde que o grau de inibição seja elevado. 
De facto, outros investigadores observaram que o alumínio inibe a acumulação (40 - 50%) 
de GABA, glicina, glutamato, colina, dopamina, noradrenalina e 5-hidroxitriptamina por 
sinaptossomas isolados a partir de zonas distintas do cérebro (Lai et al., 1978; 1980b; 
Wong et al., 1981; Lai et al., 1982; Sturman et al., 1983; Shouffani & Kanner, 1990; 
Erasmus et al., 1993; Meiri et al., 1993; Ohba et al., 1994; Strong et al., 1996; Yokel, 
2000). Nayak e Chatterjee (2003) verificaram que a administração intraperitonial diária de 
AlCl3 (2 mg/kg de peso corporal) durante 4 semanas não alterou significativamente o 
conteúdo em GABA em várias regiões cerebrais. No entanto, El-Rahman (2003) observou 
a diminuição dos níveis de GABA no cérebro do rato em função da dose de sulfato de 
alumínio administrada. Estes resultados, aparentemente contraditórios, podem ser 
explicados pelas diferenças das doses e tempos de exposição, que, por sua vez, podem 





No modelo experimental usado não foram observadas mudanças significativas na 
libertação de LDH, nos níveis de ATP/ADP e nos valores de ECP (Tabelas III.3 e 4). O 




)ATPase parece ter sido 
assegurado durante o protocolo de exposição in vivo a alumínio. De facto, poder-se-á 




)ATPase (o maior consumidor de energia na célula) é 
favorável para preservar elevado o ATP intracelular. É cada vez mais reconhecido que, 
dependendo da intensidade/duração dos parâmetros de insulto, o alumínio pode produzir 
morte celular por apoptose ou necrose (Johnson et al., 2005), e a manutenção dos níveis de 
ATP é necessária para a morte celular por apoptose (Kim et al., 2003). Savory e 
colaboradores (2003) demonstraram que agentes que interferem com a cascata de apoptose, 
mediada pela mitocôndria e/ou pelo retículo endoplasmático, têm a capacidade de prevenir 
a apoptose induzida por alumínio no cérebro de coelho, o que está de acordo com a ideia 






de que, modificações na homeostasia intracelular do cálcio e a potenciação da acção pro-   
-oxidante dos metais de transição podem mediar efeitos tóxicos durante a exposição 
crónica a alumínio. Julka e Gill (1996) observaram que a adição exógena de glutationa, um 
antioxidante endógeno, pode reverter apenas parcialmente a inibição da Ca
2+
-ATPase após 
a administração in vivo de alumínio, enquanto que a desferroxamina, um quelante de 




)ATPase pode ser 
interpretada como uma forma das células sinalizarem a eventual morte celular através da 
via apoptótica (Yu, 2003). 




)ATPase induzida, in 
vivo, por alumínio poderia promover uma redução constante da actividade da enzima 
independente das diferenças subtis na adaptação da actividade celular da enzima a 
requisitos fisiológicos específicos. Em vez disso, a exposição in vivo a AlCl3 previne o 
efeito estimulatório produzido pela ligação, de baixa afinidade, de ATP (Figura III.24) e 




)ATPase às concentrações 
submicromolares de ubaína (Figuras III.29.A e 32.A). De acordo com vários 
investigadores, ambas as características, a inibição por ubaína de elevada sensibilidade e o 





níveis elevados de oligomerização (Boldyrev, 2001; Laughery et al., 2004). A capacidade 
de ligação de alta afinidade de esteróides cardiotónicos à enzima é relevante para a 




)ATPase integrada nos caveolae (Xie & Cai, 
2003). As ligações químicas estabelecidas entre os protómeros α-β activos vizinhos 
(oligomerização) é um processo específico, que confere maior sensibilidade às alterações 





)ATPase nos caveolae, fornece uma explicação da importância das interacções 
multiméricas entre os conjuntos protoméricos activos, uma vez que estes domínios 
lipídicos constituem unidades morfológicas e funcionais da membrana, envolvidas em vias 





)ATPase origina, em função do tipo de célula, a activação de múltiplas vias de 
sinalização (por exemplo, as vias mediadas pela MEK/MAPK-ERK e por proteíno-cinases 
da família Src), a produção subsequente de espécies reactivas de oxigénio e as oscilações 








 intracelular mediadas pelo receptor de 1,4,5-trifosfato inositol do retículo 
endoplasmático (Xie & Cai, 2003). 





pode ser suficiente para causar danos severos no funcionamento dos terminais nervosos, há 
evidências que indicam que a redução da actividade desta enzima contribui para iniciar ou 
acentuar a patogénese de um elevado número de desordens do sistema nervoso central, 
incluindo trauma cerebral, isquémia, Doença de Alzheimer, de Parkinson, de Huntington e 
esclerose lateral amiotrófica (Lees, 1991; Calabresi et al., 1995; Santos et al., 1996; Ross 
& Soltesz, 2000; Kempski, 2001; Ellis et al., 2003). 
 
Em conclusão, os resultados apresentados mostram que a administração diária, por 
via oral, de 0,03 g de AlCl3, durante 120 dias, a ratos Wistar, machos com um mês de 
idade e ~250 g de peso à data do início da exposição, provocou um aumento de ~7 ng 
Al
3+
/mg de proteína na concentração total de Al
3+
 nos terminais pré-sinápticos isolados do 




)ATPase. A diminuição total (~30%) 




)ATPase é assegurada pela inibição parcial das isoenzimas que 
contêm as subunidades catalíticas α1, α2 e α3. A inibição da actividade da enzima induzida 
pelo alumínio foi mantida após a exposição, pelo que os procedimentos preparativos e os 










)ATPase (a prevenção do efeito estimulatório produzido pela ligação, de baixa 
afinidade, de ATP e a redução da sensibilidade às concentrações submicromolares de 





integrada na membrana pré-sináptica, o que pode tornar a enzima insensível à modulação 
por eventos de sinalização, que medeiam a regulação da sua actividade em condições 




)ATPase parece ocorrer num estado 
inicial da acção neurotóxica do alumínio, porque não foram observadas evidências de 
morte celular/disrupção da membrana, de diminuição de energia e de alteração do 
gradiente transmembranar de Na
+
 nos sinaptossomas isolados a partir do córtex cerebral do 
rato, nem foram observadas correlações entre as alterações da fluidez de membrana, da 
razão CH/PLtotais e do balanço prooxidante-antioxidante e o efeito inibitório do alumínio na 














)ATPase parece ser um elemento 
chave na disfunção cerebral desenvolvida durante a exposição crónica, por via oral, a doses 






V – Conclusões  











)ATPase no mecanismo de acção neurotóxica do alumínio e caracterizar o efeito 




)ATPase em terminais nervosos isolados 
(sinaptossomas) a partir do córtex cerebral do rato. 
1) O cloreto de alumínio, administrado por via oral, é acumulado nos terminais pré-
sinápticos do córtex cerebral do rato Wistar macho, jovem e adulto. 
 A administração de 120 mg de AlCl3/kg de peso corporal aumentou 
transitoriamente a concentração de alumínio na circulação sistémica, na urina e 
nas fezes. 
 A administração de 3,6 g de AlCl3 durante 120 dias (0,03 g/dia) provocou um 
aumento de ~7 ng Al
3+
/mg de proteína na concentração de alumínio nos 
sinaptossomas. 
 A administração de 10 g de AlCl3 durante 10 dias (1 g/dia) provocou um 
aumento de ~5 ng Al
3+
/mg de proteína na concentração de alumínio nos 
sinaptossomas. 
 A exposição a outras fontes de alumínio não modificou a concentração de 
alumínio nos sinaptossomas isolados a partir dos ratos pertencentes aos grupos 
de controlo (10,4 e 10,9 ng Al
3+
/mg de proteína, respectivamente após 10 e 120 
dias). 
2) A exposição oral e prolongada a cloreto de alumínio [3,6 g de AlCl3 durante 120 dias 
(0,03 g/dia)] permite uma taxa de crescimento normal do rato Wistar macho, jovem 
e adulto, podendo causar alterações comportamentais. 
 Durante o período experimental, o valor da média do peso corporal aumentou 
de 252,0 ± 9,8 g para 377,5 ± 5,6 g e de 246,4 ± 5,2 g para 389,1 ± 9,0 g, 
respectivamente, no grupo de exposição e no grupo de controlo. 
 No teste de evitamento passivo, o valor da latência subsequente de resposta foi 
superior, enquanto o valor da latência inicial de resposta se manteve inalterado. 
 No teste em campo aberto, não se observaram alterações das actividades 
exploratórias e locomotoras. 
 Durante o período de exposição, não foram notados episódios convulsivos, 
tremor ou paralisia, nem alterações na ingestão de água e ração. 






3) O colesterol pode condicionar a susceptibilidade à intoxicação por alumínio. 
 A administração de colestipol (0,31 g/dia) impediu o aumento da concentração 
de alumínio induzido por administração de 3,6 g de AlCl3 durante 120 dias e 
diminuiu a razão molar CH/PLtotais de 0,7 para 0,4 nmol/nmol. 
 A administração de 3,6 g de AlCl3 durante 120 dias induziu a fluidificação da 
membrana plasmática sináptica, que parece estar mais associada à redução da 
razão molar CH/PLtotais, do que às alterações da composição em fosfolípidos da 
membrana ou à interacção directa do alumínio com os componentes da 
membrana carregados negativamente. 
4) A actividade hidrolítica e de transporte da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal é inibida 
por AlCl3, de uma maneira dependente da concentração. 
 Na presença de concentrações saturantes de Mg-ATP (500 μM), o AlCl3 30 M 
causou uma inibição de 30% da actividade hidrolítica; para concentrações 
superiores a 75 M foi verificado um efeito inibitório quase máximo; após 
incubação com AlCl3 300 M registou-se o efeito inibitório máximo (~60%). 
 O AlCl3 reduziu a acumulação de GABA pelos sinaptossomas, que depende do 
gradiente transmembranar de Na
+
. A presença de AlCl3 300 M não modificou 
a inibição (69%) da acumulação de GABA por ubaína 50 M. 
5) A exposição oral e prolongada a cloreto de alumínio [3,6 g de AlCl3 durante 120 dias 




)ATPase, sem alterar a 
expressão das isoformas da subunidade catalítica. 
 A actividade de (Na+/K+)ATPase do cérebro e do rim foi inferior após 
exposição in vivo a AlCl3. 





)ATPase foi registada na presença das mesmas concentrações de ubaína 
(1×10
-3
 M, fracção sinaptossomal e 5×10
-3
 M, homogeneizados de rim). 
 A análise densitométrica das proteínas imunodetectadas com anticorpos que se 
ligam a sequências específicas das subunidades α1 (NASE), α2 (HERED) e α3 
(TED) demonstrou que se mantiveram inalteradas, após exposição in vivo a 
AlCl3, as quantidades das proteínas com pesos moleculares relativos de 93 kDa 
(subunidade α1), 92 kDa (subunidade α2) e 98 kDa (subunidade α3). 






 A diminuição total da actividade de (Na+/K+)ATPase foi assegurada pela 
inibição parcial das isoenzimas que contêm as subunidades catalíticas α1, α2 e 
α3, tal como revelado pela análise da dependência da actividade enzimática em 
função da concentração de ubaína. 
 Os procedimentos preparativos e as condições dos ensaios de actividade podem 





6) O alumínio impede a activação adicional da actividade de (Na+/K+)ATPase 
produzida pela ligação, de baixa afinidade, de ATP e reduz a sensibilidade da 
actividade enzimática a concentrações submicromolares de ubaína. 
 O alumínio não inibiu a actividade de (Na+/K+)ATPase na presença de 
concentrações não saturantes de ATP nem quando o UTP foi utilizado como 
substrato. 
 O valor de nH (coeficiente de Hill da reacção hidrolítica) permaneceu inalterado 
após a exposição a AlCl3, apresentando valores de 0,7 (condições controlo), 0,8 
(exposição in vitro a AlCl3 300 M) e 0,8 (exposição in vivo a 0,03 g/dia de 
AlCl3 durante 4 meses). 
 O efeito inibitório do alumínio requereu a presença de concentrações de ATP 
superiores a 150 µM. 





)ATPase (281 nmol Pi /min /mg proteína) foi reduzido para, 
respectivamente, 78 e 154 nmol Pi /min /mg de proteína, durante a exposição in 
vitro a AlCl3 300 M e após exposição in vivo a 0,03 g/dia de AlCl3 durante 4 
meses. 
 A inibição da actividade de (Na+/K+)ATPase por AlCl3 na gama de 
concentrações micromolares foi parcial (  60%) e manteve-se inalterada 
quando a concentração de MgCl2 no meio de reacção foi aumentada de 10 para 
60 mM. 
 O valor de n (número máximo de protómeros que interagem no conjunto 




)ATPase integrada na membrana pré-          
-sináptica) diminui de 8 para, respectivamente, 5,5 e 5,4 durante a exposição in 






vitro a AlCl3 300 M e após exposição in vivo a 0,03 g/dia de AlCl3 durante 
120 dias. 





do rim por concentrações de ubaína inferiores a 10
-6
 M. 
 A modificação no comportamento cinético da (Na+/K+)ATPase é consentânea 




)ATPase integrada na 
membrana pré-sináptica. 
7) O alumínio inibe a actividade de (Na+/K+)ATPase sinaptossomal quando as razões 
molares CH/PLtotais e PE/PLtotais, a fluidez de membrana e o balanço prooxidante-      
-antioxidante são alterados. 
 O efeito inibitório do alumínio na actividade de (Na+/K+)ATPase apresentou a 





)ATPase por concentrações elevadas de ATP) durante a exposição in 
vitro (presença de AlCl3 no meio de reacção) e após exposição in vivo 
(administração diária de 0,03 g de AlCl3 durante 120 dias). 
 A presença de concentrações micromolares de AlCl3 (exposição in vitro) 
diminuiu a fluidez de membrana, de uma maneira dependente de concentração e 
independente da razão molar CH/PLtotais, e reduziu a concentração dos grupos 
SH, determinada pela reacção colorimétrica com DTNB. 
 A administração de 3,6 g de AlCl3 durante 120 dias (exposição in vivo) 
aumentou a fluidez de membrana, reduziu as razões molares CH/PLtotais e 
PE/PLtotais e aumentou a exposição dos grupos SH a DTNB. 
8) A inibição da (Na+/K+)ATPase parece ocorrer na fase inicial da acção neurotóxica 
do alumínio. 
 A ultra-estrutura dos sinaptossomas manteve-se inalterada após a administração 
de 3,6 g de AlCl3 durante 120 dias (0,03 g/dia). 
 A integridade da membrana pré-sináptica foi conservada durante a exposição 
oral a AlCl3, não tendo sido observada libertação de LDH, nem alterações nos 
níveis de nucleótidos de adenina endógenos e na acumulação de GABA pelos 
sinaptossomas. 






 A fracção sinaptossomal isolada a partir do córtex cerebral após a exposição in 
vivo a AlCl3 apresentou valores de ATP/ADP e ECP (potencial de carga 
energética adenílica) idênticos aos registados nas preparações subcelulares 
obtidas a partir de ratos pertencentes ao grupo controlo. 
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